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Eritropoetin je protein, ki spodbuja eritropoezo in tako povečuje oksiformno kapaciteto krvi. 
Slednja korelira s fizično vzdržljivostjo, zaradi česar nekateri športniki posegajo po različnih 
rekombinantnih eritropoetinih, kljub prepovedi s strani Svetovne antidopinške organizacije. 
Najbolj problematična je uporaba t.i. mimetikov eritropoetina – snovi, ki se, strukturno gledano, 
bistveno razlikujejo od eritropoetina, imajo pa eritropoetinu podoben fizološki učinek. Obstoječe 
analizne metode namreč niso sposobne dokazovanja prisotnosti le-teh v bioloških vzorcih 
športnikov, saj temeljijo na dokazovanju snovi znane strukture ali na posredni potrditvi dopinga 
preko dolgotrajnega spremljanja določenih parametrov v krvi ali urinu. Namen magistrske 
naloge je priprava in vrednotenje univerzalne testne platforme za detekcijo mimetikov 
eritropoetina v bioloških vzorcih športnikov, ne glede na njihovo strukturo. Testna platforma 
temelji na bakteriofagih M13, ki na svoji površini predstavljajo ektodomeno eritropoetinskega 
receptorja (EpoR). Fage v testni platformi uporabljamo kot alternativo primarnim protitelesom v 
dveh ločenih encimskoimunskih testih (ELISA). ELISA1 z imobiliziranimi ligandi za EpoR 
omogoča detekcijo fagov z nezasedenimi EpoR, ELISA2 z imobiliziranimi protitelesi anti-c-myc 
pa odraža delež fagov z zasedenimi EpoR. Razmerje signalov ELISA1/ELISA2 nakazuje na 
prisotnost oz. odsotnost mimetikov eritropoetina, pri čemer višje vrednosti nakazujejo na vzorec 
brez mimetikov, nižje pa na prisotnost mimetikov. Fage smo pripravili tako, da smo genski 
konstrukt za eritropoetinski receptor vstavili v fagmidni vektor in ga nato vstavili v kompetentne 
celice ter izvedli superinfekcijo s pomožnim fagom. Po izolaciji rekombinantnih fagov M13-
EpoR smo funkcionalnost predstavljenega receptorja potrdili s testom ELISA. V nadaljevanju 
smo določili optimalne koncentracije fagov, ligandov za eritropoetinski receptor ter protiteles za 
uporabo v testni platformi. Pri preskušanju testne platforme z uporabo umetnega matriksa, ki 
oponaša biološke vzorce, smo ugotovili, da test ELISA1 zanesljivo loči neoporečen vzorec (brez 
mimetikov) od sumljivega vzorca (z mimetikom). Kljub temu celotna platforma ni dala željenih 
rezultatov, saj so odzivi pri testu ELISA2 bili visoki, ne glede na prisotnost mimetikov 
eritropoetina. Na podlagi rezultatov preskušanja odstranitve fagov s paramagnetnimi kroglicami 
smo sklepali, da znaten delež fagov predstavlja okrnjen fuzijski protein na svoji površini, in sicer 
myc-tag brez EpoR, zaradi česar se fagi vežejo na protitelesa anti-c-myc v testu ELISA2, kljub 
temu da nimajo EpoR. Za izboljšanje testa ELISA2 predlagamo prestavljanje myc-tag-a na 
skrajni N-konec izraženega EpoR. 
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Erythropoietin is a protein whose main function is stimulation of erythropoiesis, which is why 
recombinant human erythropoietins are commonly misused as performance enhancing drugs by 
some athletes. It is suspected that numerous novel erythropoietin mimetics structurally unrelated 
to endogenous erythropoietin are also being used. Most of the modern anti-doping methods fail 
to detect such substances, as they mostly rely on detection of structurally well-known substances 
or, more inconveniently, on the prolonged control of certain parameters in athlete biological 
specimens. Because of this it is the aim of this master’s thesis to establish and evaluate a novel 
universal assay platform which would allow the detection of all erythropoietin mimetics in 
biological specimens, regardless of their structure. The assay platform is based on recombinant 
filamentous phage particles displaying the erythropoietin receptor ectodomain (EpoR), which are 
used as detection probes instead of primary antibodies in two distinct immunoassays (ELISAs).  
ELISA1, with immobilized EpoR ligands detects phages with unoccupied EpoR whereas 
ELISA2, with immobilized anti-c-myc antibodies, reflects the proportion of phages with 
occupied EpoR. The ELISA1/ELISA2 signal ratio suggests the presence (ratio greater than 1) or 
absence (ratio less than 1) of erythropoietin mimetics in the specimen. Following the preparation 
of recombinant phage particles and the evaluation of the functionality of the displayed EpoR, we 
determined the optimal concentrations of phages, antibodies and EpoR ligands for further use in 
the assay platform. The preliminary results of the assay platform using artificial matrices either 
spiked with erythropoietin mimetic (“suspicious”) or intact (“clean”), showed that while ELISA1 
was sensitive enough to discriminate between clean and suspicious samples, the signals in 
ELISA2 were unexpectedly high regardless of the analyzed sample. After testing the efficacy of 
phage depletion using paramagnetic beads we came to the conclusion that the recombinant 
phages were displaying myc-tag without a functional EpoR. We hypothesized, and later 
confirmed by western blot, that the reason for this anomaly is the proteolytic cleavage of the 
displayed fusion protein, which leaves myc-tag intact and removes the functional EpoR. 
Consequentially, a significant number of phages bind to the immobilized anti-c-myc antibodies 
in ELISA2 even without displaying EpoR. For further optimization of the platform we 
recommend relocating the myc-tag to the N-terminus of the displayed EpoR. 
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B-EMP1 biotiniliran peptidni mimetik eritropoetina 1 
bp bazni par  
B-rhEPO biotiniliran rekombinantni človeški eritropoetin 
BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin) 
CFU-E kolonijska enota-eritroidna (ang. colony forming unit – erythroid) 
ddH2O bidestilirana voda 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
dNTP deoksiribonukleotid trifosfat 
dsDNA dvoverižna DNA (ang. double-stranded DNA) 
ELISA encimsko-imunski test (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)  
EMP peptidni mimetik eritropoetina (ang. erythropoietin mimetic peptide) 
EPO eritropoetin 
EpoR eritropoetinski receptor 
ESA eritropoezo-spodbujajoči dejavniki (ang. erythropoiesis-stimulating agents) 
HIF s hipoksijo spodbujen dejavnik (ang. hypoxia-inducible factor)  
HRP hrenova peroksidaza (ang. horseradish peroxidase) 
IU mednarodna enota (ang. international unit)  
LC/MS-MS sklopljena metoda tekočinske kromatografije s tandemsko masno spektrometrijo 
mAb monoklonsko protitelo (ang. monoclonal antibody) 
MCS območje z več mesti za kloniranje (ang. multiple cloning site) 
MS masna spektrometrija 
NK negativna kontrola 
nt nukleotid 
ORI mesto začetka podvojevanja (ang. origin of replication) 
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PBS fosfatni pufer s soljo (ang. phosphate buffered saline) 
PBST fosfatni pufer s soljo, z dodanim polisorbatom (Tween) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PEG polietilenglikol 
pI izoelektrična točka 
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PK pozitivna kontrola 
PZR pufer za redčenje 
rhEPO rekombinantni človeški eritropoetin (ang. recombinant human erythropoietin) 
RNA ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid)  
SA streptavidin 
SAR sarkozil (natrijev lavroilsarkozinat) 
SDS natrijev dodecilsulfat (ang. sodium dodecyl sulfate)  
ssDNA enoverižna DNA (ang. single-stranded DNA) 
TMB 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin 





1.1  Bakteriofagi in tehnologija predstavitve na bakteriofagu 
Bakteriofagi ali krajše fagi so virusi, ki okužijo bakterije in se v njih pomnožujejo ter so v naravi 
prisotni praktično povsod (1). Njihova prva uporaba v medicini sega v začetek 20. stoletja, ko so 
jih uporabljali za zdravljenje nekaterih bakterijskih okužb, saj lahko litični tipi fagov uničijo 
bakterijske celice (2). Z odkritjem antibiotikov je takšen način uporabe fagov postal 
raziskovalcem in farmacevtskim podjetjem manj zanimiv, a so fagi ponovno dobili pomen v 
osemdesetih let prejšnjega stoletja zaradi odkritja tehnologije predstavitve na bakteriofagu (ang. 
phage display), ki je omogočila uporabo fagov za različne namene: od najbolj razširjenih, kot so 
identifikacija peptidnih ligandov različnih tarčnih molekul, vrednotenje interakcij protein-protein 
ali odkrivanje in razvoj novih humanih protiteles, do bolj sodobnih, kot so razvoj nanocevk, 
nanobaterij in analiznih biosenzorjev (3, 4). Od prvega opisa tehnologije je njena uporaba na 
različnih raziskovalnih področjih eksponencialno naraščala in prinesla izjemne rezultate. Zaradi 
teh dosežkov, ki so korenito povzdignili kemijo peptidov, omogočili usmerjeno evolucijo 
proteinov in razvoj številnih bioloških zdravil, so leta 2018 podelili Nobelovo nagrado za kemijo 
izumiteljema in pionirjema predstavitve na bakteriofagu – ameriškemu biologu Georgeu P. 
Smithu ter britanskemu biokemiku Gregoryju P. Winterju (5). 
Fagi so sestavljeni iz proteinske ovojnice (kapside), ki obdaja genomsko RNA ali DNA, ki 
običajno nosi od 4 do 100 genov. Prednost in raziskovalni pomen fagov je ta, da lahko protein 
ovojnice s pomočjo metod genskega inženirstva spojimo z različnimi peptidi, proteini (npr. 
fragmenti protiteles), čemur pravimo predstavitev na bakteriofagu (6).  
Bakteriofagna peptidna oz. proteinska knjižnica je heterogena zmes fagnih klonov, pri čemer 
vsak fag vsebuje edinstven vključek DNA, spojen z genom za fagni kapsidni protein, in 
posledično izraža edinstven peptid oz. protein na svoji površini v obliki fuzijskega proteina s 
kapsidnim proteinom. Afinitetna selekcija iz bakteriofagnih knjižnic omogoča praktično izvedbo 
kemijske evolucije peptidov v laboratoriju. Osnova tega je fizična povezava fenotipa 
(predstavljen peptid/protein) z genotipom (genski zapis za predstavljen peptid/protein v fagnem 
genomu) na nivoju enega samega bakteriofagnega delca. V procesu, imenovanem afinitetna 
selekcija, bakteriofagno predstavitveno knjižnico izpostavimo imobilizirani tarčni molekuli, da iz 
širokega nabora klonov zajamemo le tiste, ki na svoji površini izražajo peptid/protein, sposoben 
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prepoznave in vezave izbrane tarče. S periodičnim uvajanjem mutacij v nabor fagov lahko 
povečamo raznolikost bakteriofagne knjižnice, tj. razširimo nabor kandidatov za selekcijo še bolj 
učinkovitih ligandov, ki niso bili prisotni v začetni fagni knjižici. Do aminokislinskega zaporedja 
liganda nato pridemo preko določitve nukleotidnega zaporedja inserta DNA v fagnem genomu, 
ki kodira peptid ali protein. Skratka, peptidi v fagni knjižnici vsebujejo dve ključni lastnosti za 
kemijsko evolucijo: sposobnost pomnoževanja in podvrženost mutacijam (6, 7). 
Nitaste fage M13 in sorodne bakteriofage fd in f1, ki okužijo bakterijo Escherichia coli, 
najpogosteje uporabljamo v biotehnoloških laboratorijih zaradi enostavnega gojenja, stabilnosti 
pri širokem razponu temperatur in vrednosti pH in hitre ter ekonomične amplifikacije (8).  
1.1.1  Bakteriofagi M13 
 
Slika 1: Prikaz zgradbe nitastega bakteriofaga in njegovega genoma z navedbo funkcij posameznih 
genov. Prirejeno po (12). 
Bakteriofagi M13 so nitasti fagi fleksibilne paličaste oblike, dolžine približno 1 µm in širine 6 
nm, sestavljeni predvsem (87 % mase) iz cevke spiralno razporejenih kopij poglavitnega 
plaščnega proteina p8, ki je zgrajen iz petdeset aminokislinskih ostankov (slika 1). V virusnem 
delcu M13 divjega tipa se nahaja približno 2700 kopij kapsidnega proteina p8, ki ga kodira gen 
VIII. V notranjosti cevke se nahaja fagni genom, tj. ciklična enoverižna virusna DNA (ssDNA) 
iz 6407 nukleotidov, ki nosi 9 genov, iz katerih nastaja 11 različnih proteinov. Na enem koncu 
delca se nahaja po 5 kopij vsakega od plaščnih proteinov p3 in p6, drug konec kapside zaključuje 
3 
 
po 5 kopij plaščnih proteinov p7 in p9. Za predstavitev tujih peptidov lahko izkoriščamo vse 
plaščne proteine, vendar najpogosteje peptide pripojimo na N-konec proteinov p3 ali p8. Fagi 
lahko okužijo samo seve celic E. coli, ki vsebujejo F-pilus (6, 8, 9, 10). Za razliko od litičnih 
fagov, se nitasti fagi med pomnoževanjem kontinuirano izločajo iz bakterijske celice, ne da bi jo 
uničili. Okužba se začne z vezavo N-končnega dela p3 (proteina, sestavljenega iz 406 
aminokislinskih ostankov) na vrh pilusa. V nadaljevanju procesa plaščni proteini disocirajo in se 
vsidrajo v celično membrano bakterije (kapsida se razstavi), gola ssDNA preide v citosol, kjer 
začne nastajati komplementarna veriga DNA z uporabo popravljalnih mehanizmov gostiteljske 
celice. Nastala dvoverižna DNA (dsDNA) se imenuje replikativna oblika (ang. replicative form, 
RF). RF se podvojuje podobno kot plazmid, pri čemer nastanejo hčerinske RF, hkrati pa služi kot 
matrica za prepisovanje fagnih genov in sintezo hčerinskih ssDNA. Hčerinske ssDNA potujejo 
skozi poro v celični membrani, ki jo tvoriji fagni proteini p1, p11 in p4,  medtem pa nase 
nalagajo nastale plaščne proteine (po nastanku se vsidrajo v membrano) in izhajajo iz celice kot 
popolni virioni (več sto v enem celičnem ciklu). Hčerinski virioni se izločajo kontinuirano, brez 
uničenja gostiteljske celice – slednje lahko nadaljujejo s svojimi delitvami, vendar počasneje kot 
neokužene celice (6, 9, 10, 11). Titer virionov lahko preseže 0.3 mg/mL (6) oz. 10
13
 fagov na 1 
mL kulture (8). 
1.1.2  Tipi predstavitve na bakteriofagu 
Načine predstavitve na bakteriofagu lahko razdelimo glede na razporeditev oz. število kopij 
genov za nosilne plaščne proteine (slika 2). Pri predstavitvi tipa 3 bakteriofagni vektor nosi eno 
samo, tj. rekombinantno kopijo gena III, ki lahko sprejme vstavke tuje DNA in kodira en sam 
rekombinantni fuzijski protein p3. Tuj peptid, ki ga kodira vključek, je tako teoretično 
predstavljen na vseh petih kopijah proteina p3 na virionu, v praksi pa proteolizni encimi v 
gostiteljski celici pogosto odstranijo tuji peptid z nekaterih ali celo večine kopij p3, še posebej, 
če je predstavljeni polipeptid velik. Strukturne spremembe p3, kot je pripojitev heterolognega 
proteina, lahko vplivajo na sestavljanje virionov ali oslabijo infektivnost viriona. 
Podobno pri tipu predstavitve 8 bakteriofagni delci predstavljajo tuje peptide na vseh kopijah p8. 
Na vsaki kopiji p8 lahko predstavimo samo zelo kratke peptide, saj večji polipeptidi močno 
spremenijo fizikalno-kemijske in biološke lastnosti virionov oz. ovirajo sestavljanje kapside. 
Takšen način predstavitve je primeren le, kadar s presejanjem bakteriofagne knjižnice iščemo 
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peptidne ligande kompeksnih tarč, rezultat pa so običajno peptidni vezalci z nizko afiniteto do 
tarče zaradi avidnostnega učinka, prisotnega med afinitetno selekcijo. 
 
Slika 2: Tipi predstavitve na bakteriofagu. Prirejeno po (13). 
Pri tipu predstavitve 88 fagni genom vsebuje dve kopiji gena VIII, ki kodirata dva različna 
proteina p8; ena kopija gena je rekombinantna, tj. vsebuje vključek tuje DNA, druga je 
nespremenjena (nativna). Nastali »mozaičen« virion ima plašč, sestavljen iz nativnih in 
rekombinantnih (fuzijskih) molekul p8 s tujim peptidom, pri čemer je običajno veliko bolj 
zastopan nativni tip molekule. Tak sistem nam omogoča predstavitev večjih tujih peptidov, ki bi 
sicer prisotni na vsaki kopiji p8 motili sestavljanje fagnih delcev. Podobno velja za tip 
predstavitve 33, le da fagni genom vsebuje dve kopiji gena III (6, 8, 10). 
Tip 8+8 se razlikuje od tipa 88 v tem, da sta dve kopiji gena VIII na ločenih vektorjih (t.i. sistem 
trans). Nativna kopija se nahaja na fagu (t.i. pomožnem fagu), rekombinantna kopija pa se 
nahaja na posebni vrsti plazmida, ki mu pravimo fagmid. Podobno kot ostali plazmidi, ki jih 
uporabljamo v tehnologiji rekombinantne DNA, fagmid vsebuje mesto začetka podvojevanja, ki 
mu omogoča normalno podvojevanje v gostiteljski celici, in selekcijski označevalec – gen za 
odpornost proti antibiotiku, ki omogoča selekcijo gostiteljskih celic, ki so sprejele fagmidni 
vektor. Vsebuje tudi mesto začetka podvojevanja nitastega faga, ki ni aktivno, dokler ne pride do 
okužbe gostiteljske celice s (pomožnim) fagom. Za predstavitev peptidov ali proteinov s 
pomočjo fagmidnega sistema, bakterije, ki nosijo fagmidno DNA, naknadno okužimo s 
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pomožnim fagom, ki ima običajno oslabljeno sposobnost pakiranja v virione, nosi pa vse nativne 
fagne gene. Po takšni okužbi (t.i. superinfekciji), pomožni fag sproži sintezo vseh nativnih fagnih 
proteinov, poleg tega se sproži tudi nastanek enoverižne oblike (ssDNA) fagmida, ki se kasneje 
lahko zapakira v virusni delec. Glede na to, da fagmidna DNA vsebuje inducibilni promotor pred 
zaporedjem, ki kodira rekombinantni protein, se po dodatku induktorja začne tudi sinteza 
rekombinantnega proteina, s tem pa se nastali fuzijski protein skupaj s celotnim naborom fagnih 
proteinov pakira v kapsido. V virusne delce (virione) se prednostno pakira fagmidna ssDNA, saj 
le-ta vsebuje polno funkcionalen signal za pakiranje. Nastali fuzijski protein se vstavi v 
nastajajoče kapside v omejenem obsegu (običajno manj kot 1 kopija na virion), obenem pa 
nastali fagni delci nosijo fagmidno ssDNA, ki kodira predstavljeni protein (14). 
Po okužbi fagni replikacijski proteini delujejo hkrati na mesto začetka podvojevanja (ORI) 
pomožnega faga in ORI fagmidne DNA. Posledično nastaneta dva tipa hčerinskih virionov: 
virioni, ki vsebujejo DNA pomožnega faga in v večini virioni, ki vsebujejo DNA fagmida. Oba 
tipa sta, podobno kot virioni tipa 88, mozaična, čigar ovojnici sta sestavljeni iz kombinacije 
rekombinantnega in divjega tipa proteina p8. S tem ko gostiteljska celica sprejme fagmid, 
pridobi gen za odpornost proti določenemu antibiotiku. Tip 3+3 je podoben tipu 8+8, le da 
fagmid nosi rekombinantni gen za protein p3, kateremu pripojimo zapis za želeni tuj protein (6, 
8, 10). 
1.2  Eritropoetin in eritropoetinski receptor 
Raziskovalca Carnot in Deflandre sta leta 1906 pokazala, da plazma iz donorskega kunca, ki je 
anemičen zaradi krvavitev, povzroča retikulocitozo v kuncu prejemniku; fenomen sta pripisala 
neznanemu “hemopoetinskemu” dejavniku. Sklepala sta, da se proizvaja v ledvicah, saj pri 
obojestransko nefroktomiziranih kuncih ni bilo ustreznega odziva na krvavitve v smislu 
povečane aktivnosti eritropoeze. Dejavnik, ki so ga poimenovali eritropoetin (EPO), so prvič 
izolirali šele v sedemdesetih letih prejšnjega stoletja iz več sto tisoč litrov človeškega urina, kar 
je omogočilo določanje njegove primarne strukture (15). V osemdesetih letih prejšnjega stoletja 
so človeški gen za EPO, ki se nahaja na daljši ročici kromosoma 7 in se razteza na 5.4 kbp, tudi 
klonirali (16). S pomočjo orodij tehnologije rekombinantne DNA se je začela obsežna 
proizvodnja eritropoezo-spodbujajočih dejavnikov (ESA, angl. erythropoiesis-stimulating 
agents), ki posnemajo fiziološko vlogo EPO, za zdravljenje anemij (17). 
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Eritropoetin (EPO) je glavni rastni hormon, ki vpliva na viabilnost, proliferacijo in diferenciacijo 
sesalskih eritroidnih progenitorskih celic, kar doseže z vezavo na membranski receptor za 
eritropoetin (EpoR). Za razliko od ostalih rastnih hormonov, ki sodelujejo v hematopoezi, EPO 
predvsem vpliva na zgodnje stopnje eritroidnih progenitorskih celic, predvsem CFU-E (18, 19). 
Poleg zmanjšane kapacitete O2 v krvi (kar je sorazmerno z zmanjšano koncentracijo 
hemoglobina) izražanje EPO spodbuja tudi zmanjšan parcialni tlak kisika (npr. pri višjih 
nadmorskih višinah) kot tudi povečana afiniteta hemoglobina za kisik, ki nastopi pri acidozi ali 
značilni spremembi telesne temperature. Posledica vseh je lahko zmanjšana koncentracija kisika 
v tkivih (tkivna hipoksija), kar povzroči aktivacijo HIF (ang. hypoxia-inducible factor) oz. s 
hipoksijo induciranih dejavnikov. Slednji so glavni transkripcijski dejavniki, ki spodbujajo 
transkripcijo gena Epo, saj transkripcijski ojačevalec gena Epo vsebuje vezavno mesto za HIF. 
Podenota HIF-α, ki je zastopana v treh izoformah, pri čemer je podenota α1 bistvena za izražanje 
Epo, skupaj z eno podenoto HIF-1β tvori heterodimer v celičnem jedru. Podenote HIF-α so 
odsotne pri normoksičnih pogojih, saj so v prisotnosti kisika aktivni encimi HIF-prolil-
hidroksilaze, ki hidroksilirajo podenote HIF-α in jih s tem deaktivirajo. V hipoksičnih pogojih pa 
prihaja do translokacije podenot HIF-α v jedro in dimerizacije s HIF-β ter sproženja transkripcije 
Epo (19, 20). 
Končni produkt transkripcije in sledeče translacije je EPO, ki je glikoprotein, in spada v družino 
citokinov razreda I, ki se zvijajo v značilno kompaktno globularno strukturo, sestavljeno iz štirih 
alfa-vijačnih svežnjev (15). Molekulska masa zrelega EPO skupaj s 4 oligosaharidnimi enotami 
znaša ~30 kDa. Peptidno jedro iz 165 aminokislinskih ostankov je pomembno za vezavo na 
receptor in spodbujanje eritropoeze, medtem ko je ogljikohidratni del molekule (40 % celotne 
mase molekule) pomemben za in vivo stabilnost hormona in farmakokinetiko. N-glikozilacija na 
asparaginskih ostankih 24, 38 in 83 je pomembna za stabilizacijo EPO v krvnem obtoku ter za 
biološko aktivnost, medtem ko majhni O-vezan oligosaharid na serinu 126 nima še dokazanega 
funkcionalnega pomena (17). Podobno kot ostali plazemski glikoproteini EPO kroži po telesu v 
različnih izooblikah, ki se med seboj razlikujejo po stopnji glikozilacije oz. glikozilacijskemu 
vzorcu, molekulski masi, biološki aktivnosti in imunoreaktivnosti (19). 
EPO med fetalnim razvojem večinoma nastaja v hepatocitih. Po rojstvu skoraj celoten EPO v 
obtoku izvira iz peritubularnih fibroblastom-podobnih celic v skorji ledvic. Pri odraslih so 
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prisotne manjše količine mRNA za EPO še v jetrih, vranici, pljučih, testisih in možganih (21). V 
možganih EPO deluje nevrotrofično in nevroprotektivno tako, da zmanjša glutamatno toksičnost, 
preprečuje apoptozo nevronov, zmanjšuje vnetne procese, poveča tvorbo NO, poveča 
angiogenezo (15) ipd. Novejše in vitro raziskave so pokazale, da EPO lahko spodbuja 
proliferacijo rakavih celic, če le-te izražajo EpoR na svoji površini (22). 
“Epoetini” so rekombinantni humani eritropoetini (rhEPO) z enako primarno strukturo 
(aminokislinskim zaporedjem) kot endogeni EPO. Spremembe v primarni strukturi (glede na 
strukturo endogenega EPO) označujemo z različnimi predponami (npr. darbepoetin), razlike v 
zgradbi glikanskih verig pa z grškimi črkami. Zgradba glikanskih verig je odvisna od vrste 
ekspresijskega sistema in postopkov čiščenja končnega produkta (24). Leta 1989 se je na tržišču 
pojavil prvi rhEPO, epoetin alfa, z indikacijo zdravljenja anemij ledvičnega in ne-ledvičnega 
izvora. Kratek razpolovni čas je zahteval pogosto intravensko ali subkutano aplikacijo za 
vzdrževanje terapevtskega učinka. Eno leto kasneje so v klinični praksi začeli uporabljati epoetin 
beta, ki se je strukturno in funkcionalno minimalno razlikoval od epoetina alfa (17). Po izteku 
patentne zaščite za epoetin alfa in beta se je začela proizvodnja epoetinov v različnih 
ekspresijskih sistemih z namenom doseganja različnih posttranslacijskih modifikacij 
(glikozilacijskih vzorcev) in, posledično, izboljšanega farmakokinetičnega profila. Kljub temu 
produkta epoetin delta (iz celične linije humanega fibrosarkoma HT-1080) in epoetin omega (iz 
ledvičnih celic mladiča hrčka) nista imela značilno spremnenjene biološke aktivnosti in 
razpolovnega časa. Šele z zamenjavo petih aminokislinskih ostankov v strukturi EPO, ki je 
omogočila vezavo dveh dodatnih N-vezanih ogljikohidratnih verig s končnimi sialičnimi 
kislinami, so raziskovalci dosegli trikratno podaljšanje razpolovnega časa v primerjavi s 
predhodniki. Posledično ta predstavnik druge generacije rhEPO, ki so ga imenovali darbepoetin 
alfa, apliciramo enkrat tedensko do enkrat mesečno (25). CERA (ang. continuous erythropoietin 
receptor activator), predstavnik tretje generacije rhEPO, ki je na evropski trg vstopil leta 2007, 
je, strukturno gledano, pegiliran epoetin beta, tj. epoetin beta s kovalentno pripeto verigo 
polietilenglikola. Pegilacija poveča molekulsko maso molekule, s čimer se zmanjša obseg 
glomerulne filtracije, kar posledično podaljša razpolovni čas. Odmerjanje je zato še manj 




1.2.1  Eritropoetinski receptor (EpoR) 
Zrel EpoR je glikoprotein, sestavljen iz 484 aminokislinskih ostankov, in pripada naddružini 
citokinskih receptorjev razreda I. Približno 230 aminokislinskih ostankov tvori zunajcelično 
ligand-vezočo domeno (ang. ligand-binding domain), približno 230 aminokislinskih ostankov pa 
citoplazemski del receptorja, preostali del pripada hidrofobni transmembranski vijačnici. 
Zunajcelična regija vsebuje 4 ohranjene cisteinske ostanke, ki tvorijo 2 disulfidni vezi ter za ta 
razred citokinskih receptorjev značilen motiv WSXWS (Trp-Ser-X-Trp-Ser) (15, 18, 26). 
Biokemijske in strukturne analize EpoR in vezanega liganda so pokazale, da je EpoR na površini 
celic najverjetneje prisoten v obliki homodimernih kompleksov tudi v odsotnosti eritropoetina, 
ob vezavi liganda (eritropoetina ali njegovega mimetika) pa pride do spremembe konformacije 
takšnega receptorskega kompleksa, kar sproži znotrajcelično signalizacijo preko Janus-kinaz 
(predvsem JAK2) (27).  
Po vezavi EPO na EpoR pride do zbližanja znotrajceličnih regij dveh monomerov EpoR in s tem 
nanje vezanih tirozinskih kinaz, Janus-kinaz 2 (JAK2), kar privede do njihove transfosforilacije 
(aktivacije). Aktivirane JAK2 nato fosforilirajo tirozinske ostanke na receptorskih 
citoplazemskih domenah, kar predstavlja nastanek vezavnih mest za signalne proteine, predvsem 
za prenašalce signalov in aktivatorjev transkripcije 5 (STAT5). Številni drugi dejavniki (MAPK, 
PLC, PI3-K, AKT1, Ras in kalcijevi ioni) so lahko v manjšem obsegu vključeni v znotrajcelično 
signalizacijo, pri čemer nastanejo številne interakcije in kompleksno prepletajoče se signalne 
kaskade, ki prenašajo signal do jedra. Signal vpliva na regulacijo izražanja genov, ki 
preprečujejo apoptozo celic eritroidne linije in spodbujajo njihovo proliferacijo ter diferenciacijo. 
Signalizacija se prekine z delovanjem fosfataze tirozinskih proteinov (PTP1C), ki katalizira 
defosforilacijo JAK2, in supresorjev signaliziranja citokinov (SOCS-1 in SOCS-3), ki preko 
vezave na JAK2 preprečijo nadaljnjo fosforilacijo STAT5. Danes razvijajo tudi že zaviralce 
PTP1C, ki bi podaljšali učinek EPO in bi tako predstavljali posredne agoniste EpoR. Po 
defosforilaciji pride do internalizacije kompleksa EPO/EpoR z endocitozo, vezan EPO se 
razgradi v lizosomih. Dodatno je trajanje signalizacije EpoR nadzorovano preko proteasomske 
razgradnje internaliziranih EpoR, kar preprečuje ponovno sidranje EpoR v celično membrano 
(t.i. recikliranje receptorjev) (19, 26, 28). Signalne poti, ki jih sproži aktiviran EpoR, se vrnejo na 
bazalno raven 30-60 minut po vezavi EPO na EpoR (19). 
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Dimerizacija je pomemben, ne pa zadosten pogoj za aktivacijo receptorja, saj so raziskave 
vezave EPO ter agonističnih in antagonističnih peptidov na EpoR pokazale, da se vsi omenjeni 
ligandi vežejo na receptorski dimer, ki pri tem zavzame različne prostorske konformacije, to pa 
kritično vpliva na učinkovitost aktivacije receptorja za posamezne ligande. Tisti ligandi, ki preko 
vezave na dimer EpoR najbolj zbližajo znotrajcelični regiji monomerov EpoR, so najmočnejši 
agonisti EpoR (27). 
1.3  Mimetiki EPO in doping 
Koncentracija celotnega hemoglobina je pomemben pokazatelj aerobne zmogljivosti športnika, 
kar je še posebej pomembno pri vzdržljivostnih športih (kolesarjenje, tek na daljše proge, biatlon, 
plavanje), zato nekateri športniki z namenom izboljševanja fizične zmogljivosti uporabljajo 
prepovedane snovi in tehnike za povečevanje koncentracije hemoglobina v krvi (29, 30). Najbolj 
pogosto v ta namen uporabljajo snovi, ki spodbujajo eritropoezo preko aktivacije eritropoetinskih 
receptorjev, bodisi rekombinantne humane eritropoetine (rhEPO) ali druge snovi, ki spodbujajo 
eritropoezo, kot so mimetiki EPO, zaviralci aktivina, učinkovine, ki spodbujajo izražanje EPO 
ipd. (17). Vse omenjene snovi so še posebej učinkovite, če jih uporabljamo v kombinaciji z 
železovimi pripravki, saj intenzivna eritropoeza in z njo povezana sinteza hemoglobina poveča 
potrebe organizma po železu (29). Prisotnost rhEPO v bioloških vzorcih (serum ali urin) in s tem 
njihovo zlorabo lahko danes relativno enostavno dokažemo z različnimi analiznimi tehnikami, ki 
temeljijo na dejstvu, da je vzorec glikozilacije rekombinantnih eritropoetinov drugačen kot pri 
endogenemu EPO. Bolj problematična je uporaba mimetikov EPO, ki se strukturno zelo 
razlikujejo od EPO, saj zaenkrat še ne obstaja protidopinška analizna metoda, ki bi lahko 
dokazala prisotnost takšnih snovi v bioloških vzorcih športnikov. 
Za razliko od klinične uporabe rhEPO, pri kateri je zaželen čim daljši razpolovni čas oz. čim 
manj pogosta parenteralna aplikacija za doseganje terapevtskega učinka in je zato optimalna 
najnovejša generacija rhEPO (CERA), pri zlorabi v športu velja ravno obratno: prva generacija 
rhEPO, ki ima najkrajši razpolovni čas, bi bila najbolj primerna, saj je zaradi hitre eliminacije iz 
organizma časovno okno za detekcijo močno zoženo, učinek na fizično zmogljivost pa traja do 4 
tedne po prenehanju aplikacije (17). 
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Krajši peptidni mimetiki EPO (ang. erythropoietin mimetic peptides, EMP) so sintezni ciklični 
peptidi, sestavljeni iz približno 20 aminokislinskih ostankov, ki lahko signalizirajo preko vezave 
na EpoR, niso pa strukturno podobnobni EPO (29). EMP lahko pridobimo s kemijsko sintezo, 
vendar so in vivo nestabilni zaradi proteolize ter izgube z glomerulno filtracijo. Zato jih 
modificiramo na kemijski (zamenjava in uvedba neproteinogenih aminokislin, dimerizacija, 
pegilacija) in biotehnološki način (fuzija s konstantno regijo protiteles), s tem pa jim izboljšamo 
proteolitično stabilnost in podaljšamo biološki razpolovni čas po aplikaciji (31). Klinično najbolj 
pomemben EMP je bil peginesatid, pegilirani homodimer iz dveh molekul EMP1, ki so ga kmalu 
po registraciji umaknili s trga zaradi pojava resnih neželenih učinkov (32). Poleg peptidnih 
mimetikov, ki se vežejo na in aktivirajo EpoR, obstajajo še mimetiki EPO nepeptidne narave, ki 
so odporni proti proteolizi in jih, teoretično, lahko apliciramo peroralno, kar je pomembna 
prednost v primerjavi z rhEPO in EMP. Lahko so visoko- ali nizkomolekularne spojine. Kot 
uspešni agonisti EpoR so se izkazali dimerni in multimerni derivati diamidov iminodiocetne 
kisline (33) ter derivati hidrazona, podobni agonistom trombopoetinskih receptorjev (34). Za 
zdaj še noben nepeptidni mimetik EPO ni bil klinično preskušen in potrebne so nadaljnje 
raziskave in strukturne spremembe za optimizacijo farmakokinetičnih lastnosti in vezave na 
EpoR (33). 
S stabilizacijo transkripcijskih dejavnikov HIF lahko povečamo izražanje endogenega EPO, kar 
nekateri športniki izkoriščajo za doping. Snovi, ki tekmujejo z α-ketoglutaratom in kelatorji Fe
2+
, 
uspešno stabilizirajo HIF, vendar je uporaba kelatorjev Fe
2+
 z namenom povečanja koncentracije 
hemoglobina nesmiselna, saj so Fe
2+
 ioni po drugi strani potrebni za sintezo hema. α-
Ketoglutarat je kofaktor HIF-prolil hidroksilaz, ki deaktivirajo HIF. Z uporabo kompetitivnih 
zaviralcev HIF-hidroksilaz, ki so strukturno podobni α-ketoglutaratu (npr. N-oksalilglicin), 
stabiliziramo HIF. Njihova prednost je možnost peroralne aplikacije za razliko od rhEPO, ki jih 
moramo dajati parenteralno; slabost pa je ta, da poleg Epo zaviralci HIF-prolil hidroksilaz 
sprožijo transkripcijo več kot 1000 genov, med katerimi so lahko geni za proteine, ki sodelujejo 
v kancerogenezi, kot je VEGF. Za stabilizacijo HIF lahko uporabljamo tudi kobaltove soli, ki 
vstopajo v interakcijo z α-podenoto HIF in preprečijo njihovo razgradnjo. Aplikacija 5 μmol 
Co
2+
 naj bi imela podobno učinkovitost pri spodbujanju eritropoeze kot 1 IU EPO. Doping s 
kobaltovimi solmi je zelo razširjen tudi v živalskih športih (npr. konjske dirke) (19, 20). 
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V profesionalnem športu je s strani Mednarodnega olimpijskega komiteja (IOC) EPO 
prepovedan že od leta 1990 (35). ESA so danes vključeni v poglavju S2 (Peptide hormones, 
growth factors and related substances) seznama prepovedanih snovi Svetovne antidopinške 
agencije (WADA, ang. World Anti-Doping Agency), ki vključuje peptidne hormone, rastne 
dejavnike, njihove mimetike in sorodne snovi (36). 
Pri običajni kontroli dopinga testiranja bioloških vzorcev športnikov temeljijo na dokazovanju 
prisotnosti prepovedane snovi, pri čemer obstajajo številne omejitve. Pri tem je možnost 
neposredne detekcije avtologne transfuzije eritrocitov težavna (posredno dokažemo prisotnost 
plastifikatorjev iz infuzijskih vrečk s pomočjo metod LC/MS-MS) (37), poleg tega obstaja veliko 
število možnih kombinacij uporabljenih ESA in vsaka ima svoje idealno časovno okno za 
uspešno detekcijo, možne so manipulacije z urinskimi vzorci (npr. zamenjava) (38), uporaba 
mimetikov EPO neznane strukture ipd. Zaradi omejitev neposrednega dokazovanja prepovedanih 
snovi v bioloških vzorcih je WADA leta 2009 uvedla športnikov biološki potni list (ang. athlete 
biological passport, ABP), ki vključuje kontinuirano spremljanje določenih parametrov v krvi in 
urinu športnikov in s tem omogoča posredno zaznavanje uporabe prepovedanih snovi ali metod 
pri posameznem športniku (39). Hematološki parametri ostanejo spremenjeni do 4 tedne po 
zadnji aplikaciji ESA in so boljši kazalec dopinga od urinskih vzorcev, saj večina ESA zaradi 
relativno hitre eliminacije niso več prisotni v urinu 3-4 dni po zadnji aplikaciji. Parametri 
hematološkega modula ABP, ki nakazujejo na zlorabo ESA oz. transfuzij in jih pri posamezniku 
redno spremljamo, so hematokrit, koncentracija hemoglobina, število eritrocitov, delež in število 
retikulocitov, povprečni volumen eritrocitov, povprečna koncentracija in količina hemoglobina v 
eritrocitih, porazdelitev velikosti eritrocitov, delež nezrelih retikulocitov ter parametra “OFF-hr 
score” (OFFS), ki predstavlja indeks stimulacije eritropoeze (40), in »Abnormal Blood Profile 
Score« (ABPS), ki predstavlja dodaten indeks, izračunan na podlagi 7 parametrov 
hematološkega modula in bolj zanesljivo nakazuje na zlorabo ESA ali avtolognih transfuzij v 
primerjavi s spremljanjem posameznih parametrov (41). Parametra OFFS in ABPS izračunamo s 
pomočjo programske opreme, ki uporablja več statističnih modelov, temelječih na več kot 500 
referenčnih hematoloških profilih. Sum na doping se pojavi, ko pride do spremembe vrednosti 
parametra nad mejo, ki jo predpostavljajo statistični modeli (42, 43). Uporaba relativno visokih 
odmerkov ESA (50-200 IU/kg) v daljšem časovnem obdobju predstavlja veliko tveganje za 
uporabnika, saj celotna koncentracija eritrocitov naraste zelo hitro in lahko pripelje do hudih 
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zapletov, kot so tromboza ter srčni in možganski infarkt. Zato je potrebno pri razvoju statističnih 
modelov, ki omogočajo računanje odklonov od normalnih in pričakovanih hematoloških 
parametrov, upoštevati tudi možnost kontinuirane uporabe manjših odmerkov ESA (42). 
1.3.1  Metode za detekcijo ESA v športu 
Metode za detekcijo ESA v športu lahko razdelimo na neposredne in posredne. Med neposredne 
metode uvrščamo različne elektroforezne metode (izoelektrično fokusiranje, SDS-PAGE, SAR-
PAGE), ELISA in masno spektrometrijo. Spremljanje športnikovega biološkega potnega lista pa 
je posredna metoda (44). 
1.3.1.1  Elektroforezne metode s sledečim prenosom western 
Elektroforeza je analizna metoda, ki temelji na različni mobilnosti nabitih analitov v električnem 
polju, ki ga ustvarjata dve elektrodi. Negativno nabiti analiti potujejo v smeri anode (pozitivno 
nabite elektrode), pozitivno nabiti analiti pa v smeri katode (negativno nabite elektrode). 
Elektroforezo najpogosteje izvajamo v gelu, ki zaradi zamreženosti polimera dodatno ovira 
potovanje molekul. Geli za ločevanje proteinov so najpogosteje sestavljeni iz premreženega 
poliakrilamida, zato tehniki rečemo poliakrilamidna gelska elektroforeza (PAGE). Po 
elektroforezi lahko analite (proteine) v gelu vizualiziramo nespecifično s pomočjo barvil (npr. 
Coomassie brilliant blue), lahko pa proteine iz gela prenesemo na membrano in analite 
detektiramo z uporabo protiteles, ki se specifično vežejo na iskani protein, kar imenujemo prenos 
western (44, 45). 
1.3.1.1.1  Izoelektrično fokusiranje (IEF) s sledečim prenosom western 
Metoda izkorišča intrinzični naboj analitov za njihovo ločevanje, ki poteka v gradientu pH, 
katerega ustvarjajo amfoliti. S to metodo lahko ločimo različne izooblike EPO z različnimi 
profili glikozilacije, saj prisotnost končnih sialičnih kislin v oligosaharidnih enotah vpliva na 
njihovo izoelektrično točko (pI) in s tem na karakteristično porazdelitev v gradientu pH (46). Ker 
se glikozilacijski vzorci razlikujejo pri endogenem EPO in rhEPO, lahko preko različne 
porazdelitve v gelu z IEF ločimo EPO v vzorcu glede na izvor. Za detekcijo zlorabe ESA 
uporabljamo gradient pH od 2 do 9, ki pokriva vse izoelektrične točke posameznih oblik rhEPO 
ter ustrezne standarde endogenega človeškega in različnih rekombinantnih EPO (47). Izoforme 
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endogenega EPO so razporejene čez celotno območje pH, medtem ko se rhEPO in njegovi 
analogi nahajajo predvsem nad pH 4 ali pod pH 3. Če vzorec pripada športniku, ki je zlorabil 
ESA, se profil lis po detekciji EPO zamakne iz območja endogenega EPO proti višjim oz. nižjim 
vrednostim pH, odvisno od tega, katere ESA je športnik prejemal (44, 45), saj uporaba ESA 
zmanjša nastajanje endogenega EPO preko negativne povratne zanke (17). Problem pri metodi 
IEF je otežena interpretacija rezultatov zaradi spremembe fizikalno-kemijskih lastnosti urina, ki 
nastane zaradi intenzivne telovadbe (t.i. “effort urine”) (48) ali razpada rhEPO v urinu (t.i. 
“unstable urine”) (49), kar lahko pripelje do naravnega zamika proti bazičnem pH gela. Poleg 
tega pa IEF ne omogoča detekcije epoetina delta, ki ga proizvajamo v humani celični liniji, 
zaradi česar se njegov vzorec porazdelitve v gelu deloma prikriva z vzorcem endogenega EPO 
(17). Vezava proteinov na membrano epitelijskih celic ledvičnih tubulov narašča z naraščajočo 
izoelektrično točko. V mirovanju se bolj bazične izoforme EPO vežejo na tubulne celice in 
posledično resorbirajo v kri, profil lis pri IEF pa je zamaknjen v kislo območje zaradi 
prevladujočih kislih izoform. Med intenzivno telovadbo se prenašalni sistemi v tubulih nasitijo in 
tudi bazične izoforme EPO ostanejo v filtriranem urinu, zato je profil lis zamaknjen v bazično 
območje pH (48). Nestabilnost urinskih vzorcev je pa posledica prisotnosti sialidaz, encimov, ki 
odcepijo sialične kisline iz strukture eritropoetinov, zaradi česar postanejo bolj bazični in se 
profil lis v IEF premakne v bazično območje pH (49). 
Pomanjkljivost imunokemijskih metod, kot je prenos western, v protidopinški kontroli je ta, da 
temeljijo na detekciji točno določenega analita, zato onemogočajo detekcijo snovi neznane 
strukture, ki imajo kljub temu fiziološki učinek in povečajo fizično zmogljivost športnikov. 
Primer takih snovi so mimetiki EPO, za katere je nujen razvoj univerzalnega testa, ki bi dokazal 
njihovo prisotnost v bioloških vzorcih športnika, ne glede na njihovo strukturo. 
1.3.1.1.2  SDS-PAGE 
Pri poliakrilamidni gelski elektroforezi v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata ločba analitov 
poteka samo glede na velikost molekule (dolžino polipeptidne verige), saj z vezavo SDS ostane 
razmerje med velikostjo molekule in nabojem vedno enako (44, 45, 46). S to metodo lahko 
ločimo endogeni EPO od nekaterih rhEPO, ki imajo značilno večjo molekulsko maso, npr. 
pegilirani rhEPO (CERA) in darbepoetin alfa, ki vsebuje dve dodatni ogljikohidratni verigi (17). 
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1.3.1.1.3  SAR-PAGE 
Zamenjava natrijevega dodecilsulfata z natrijevim N-dodekanoilsarkozinatom (sarkozilom) je 
pomembna za dokazovanje ESA, ki imajo v svoji strukturi polietilenglikol (npr. CERA in 
peginesatid), saj se sarkozil za razliko od SDS veže le na proteinski del molekule in ne interagira 
s polietilenglikolno verigo, zato je potovanje pegiliranih molekul v prisotnosti sarkozila bolj 
enakomerno, posledica pa so ostrejše lise na poliakrilamidnem gelu in s tem izboljšana ločljivost 
(44, 45). Zaradi relativno male razlike v masi med endogenim in rekombinantnimi EPO pogosto 
prihaja do prekrivanja lis po ločevanju s SDS-PAGE in SAR-PAGE. Če pa predhodno vzorcem 
dodamo eksoglikozidaze, npr. N-acetil-β-D-glukozaminidazo ali α- oz. β-D-manozidazo pride do 
bolj izrazite ločitve med lisami (50). 
1.3.1.2  ELISA 
Encimskoimunski test (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) uporabljamo le kot podporno 
tehniko pri detekciji zlorabe ESA in omogoča samo določanje celotne koncentracije EPO v 
biološkem vzorcu. Endogeni in rekombinantni EPO se bistveno ne razlikujejo v aminokislinskem 
zaporedju, temveč v zgradbi stranskih ogljikohidratnih verig in ne poznamo protiteles, ki bi 
lahko specifično prepoznala samo en tip EPO (44). 
1.3.1.3  Masna spektrometrija (MS) 
Razvoj metod MS za odkrivanje zlorabe ESA je bil do sedaj uspešen le v omejenem obsegu 
zaradi pomanjkanja visoko prečiščenih referenčnih zmesi endogenih EPO, majhne količine EPO 
v urinu in plazmi (ng/L oz. fmol/L), majhnih razlik v strukturi stranskih glikanskih verig, izgub 
analita med prečiščevanjem vzorca ipd. Raziskovalcem je uspelo razviti detekcijsko metodo na 







1.3.1.4 Imunski test izooblik na membrani (MAIIA) 
Imunski test izooblik na membrani (ang. membrane-assisted isoform immunoassay) je novejša 
metoda, podobna konvencionalnim imunodifuzijskim testom, pri kateri se na testnem traku v 
začetnem delu nahaja lektinska cona, ki veže imunoafinitetno prečiščen EPO, in cona za vezavo 
PEG, ki veže potencialno prisotni CERA. V končnem delu se nahaja detekcijska oz. lovilna 
cona, ki vsebuje imobilizirana protitelesa proti EPO. Po kompetitivni desorpciji EPO z lektinske 
cone z uporabo N-acetilglukozamina se sproščene izooblike EPO ločijo zaradi različne afinitete 
do lektina WGA, nato pa se vežejo na protitelesa detekcijske cone, kjer jih detektiramo z 
uporabo protiteles proti EPO, označenih s karbonskimi nanocevkami (44, 53). 
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2 NAMEN IN NAČRT DELA 
Protidopinška kontrola bioloških vzorcev profesionalnih športnikov postaja čedalje težavnejša 
zaradi dostopnosti številnih novih snovi neznanih struktur, katerih fiziološki učinek je podoben 
endogenim signalnim snovem, rezultat pa je povečana fizična zmogljivost športnikov. Primer 
takšnih snovi so mimetiki EPO. Obstoječe analizne metode temeljijo bodisi na dokazovanju 
prisotnosti snovi z znano strukturo, ali na dolgoročnem spremljanju določenih parametrov v krvi 
in urinu. Posledično so lahko rezultati analize lažno negativni, ali pa je njihova interpretacija 
kompleksna in otežena, sama izvedba analiz pa zamudna in neekonomična. Z izboljšanimi 
protidopinškimi analiznimi metodami bi tudi številne športnike odvrnili od zlorabe prepovedanih 
snovi in s tem preprečili razvoj resnih zdravstvenih zapletov, ki pogosto spremljajo uporabo 
le-teh.  
Namen magistrske naloge je priprava in vrednotenje univerzalne testne platforme za detekcijo 
mimetikov EPO v bioloških vzorcih športnikov, ne glede na njihovo strukturo. Osnova testa so 
bakteriofagi M13, ki na svoji površini izražajo ektodomeno EpoR, ki lahko veže vse možne 
ligande za EpoR. Rekombinantne bakteriofage bomo pripravili tako, da bomo zapis za EpoR 
vstavili v fagmidni vektor pIT2 neposredno ob zapisu za bakteriofagni plaščni protein p3. Nato 
bomo rekombinantni vektor pIT2/EpoR vnesli v kompetentne celice E. coli TG1, izvedli 
superinfekcijo s pomožnim fagom KM13 ter pomnožene rekombinantne fage izolirali in 
kvalitativno preverili kakovost predstavljene ektodomene EpoR s pomočjo različice testa ELISA. 
V primeru ustrezne funkcionalnosti bomo optimizirali količine uporabljenih fagov, ligandov za 
EpoR ter protiteles in ovrednotili testno platformo. 
Testna platforma (slika 3) bo sestavljena iz dveh imunoprecipitacijskih korakov in dveh različic 
testa ELISA, kjer namesto primarnih protiteles uporabljamo rekombinantne fage M13-EpoR (t.i. 
test fagna ELISA). Po odstranitvi EPO iz bioloških vzorcev s pomočjo paramagnetnih kroglic, 
obloženih s protitelesi proti EPO, bomo v vzorec dodali rekombinantne fage, ki bodo vezali 
morebitne prisotne mimetike EPO. Mešanico bomo potem analizirali v dveh ločenih korakih. Pri 
ELISA1 bomo uporabili imobilizirane ligande za EpoR, na katere se bodo vezali fagi z 
nezasedenimi EpoR. Preden bomo izvedli test ELISA2, bomo s paramagnetnimi kroglicami, 
obloženimi s protitelesi proti EPO, odstraniti fage z nezasedenim EpoR. ELISA2 bo tako 
odražala delež fagov z zasedenimi EpoR, ki se vežejo na imobilizirana protitelesa anti-c-myc. 
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Razmerje signalov ELISA1/ELISA2  bo nakazovalo na prisotnost oz. odsotnost mimetikov EPO 
in bo bolj občutljiv parameter v primerjavi s signali posameznih testov ELISA1 oz. ELISA2. 
Višje vrednosti razmerja signalov bodo nakazovale na vzorec brez mimetikov EPO, nižje 
vrednosti pa na prisotnost mimetikov EPO v vzorcu.  
 
 
Slika 3: Shema poteka predlaganega univerzalnega testa za detekcijo mimetikov EPO. 
(mAb - monoklonsko protitelo). 
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3  MATERIALI IN METODE 
3.1  MATERIALI 
3.1.1  Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Model, proizvajalec 
Analizna tehtnica  AB104, Mettler Toledo, Küsnacht, Švica 
Aseptična komora z laminarnim pretokom zraka LFVP12, Iskra PIO, Slovenija 
Avtoklav  Systec 2540 EL, Bel-Art Products, Pequannock, ZDA 
Centrifugi Eppendorf (5804 in 5415R), Nemčija  
Ciklični termostat  AB GeneAmp® PCR System 2700, Applied 
Biosystems, Forster City, CA, ZDA 






 B1A, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, ZDA 
Inkubator Unihood RCS-650, UniEquip, Martinsried, Nemčija 
Magnetno mešalo Rotamix 550 MMH, Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Mikro pH-sonda Metrohm, Švica 
Mikropipete 0,5-10; 10-100; 20-200; 100-1000 μL Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrske ploščice  MaxiSorp, Nunc, Roskilde, Danska 
Precizna tehtnica Exacta 610 EB, Tehtnica, Slovenija 
Sistem za analizo in fotografiranje gelov ter membran  G-BOX, Syngene, Frederick, MD, ZDA 
Spektrofotometer  NanoDrop ND-1000, NanoDrop Technologies, 
Wilmington, DE, ZDA 
Stresalnik  MS3 digital, IKA, Works, ZDA 
Termostatiran stresalnik Thermomixer Comfort, Eppendorf, Nemčija 
Transiluminator TFX-20M, Vilber Lourmat, Marne-La-Valee, Francija 
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Vir napetosti elektroforezne kadičke  PowerEase 500, Novex, Frankfurt, Nemčija 
 
3.1.2  Kemikalije  
Kemikalija Proizvajalec 
Agar Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Agaroza  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Ampicilin  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
EDTA (etilendiamin tetraoctena kislina, 0.5 M) Sigma, St. Louis, MO, ZDA 
Etanol (96-%) Riedel-de Haën AG, Nemčija 
Etidijev bromid, 10 mg/mL Merck, Darmstadt, Nemčija 
Glicerol Fluka Chemie, Buchs, Švica 
Glukoza  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Gojišče lysogeny broth (LB) v prahu Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
HCl (klorovodikova kislina, 37-%) Fluka Chemie, Buchs, Švica 
K2HPO4 Merck, Darmstadt, Nemčija 
Kanamicin  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
KCl Carlo Erba, Rodano, Italija 
Kvasni ekstrakt Bacto
TM
 Yeast Extract  Becton Dickinson and Co., Sparks, MD, ZDA 
Na2HPO4 Fluka Chemie, Buchs, Švica 
NaCl Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Španija 
NaHCO3 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Nanašalno barvilo za agarozno gelsko elektroforezo – 
DNA LoadingDye (6×) 
Thermo Scientific, Rockford, ZDA 
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Polietilenglikol (PEG) 8000 Thermo Fischer Scientific, Waltham, ZDA 
Tetraciklin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin) Merck, Darmstadt, Nemčija 
Tripton  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Tris (tris(hidroksimetil)aminometan) Sigma, St. Louis, MO, ZDA 
Tween
®
20 (polisorbat 20) Riedel-de Haën AG, Nemčija 
Vodikov peroksid (30-%) Merck, Darmstadt, Nemčija 
Žveplova(VI) kislina, koncentrirana Merck, Darmstadt, Nemčija 
 
3.1.3  Biološki materiali 
3.1.3.1  Fagmidni vektor pIT2 
Uporabili smo fagmidni vektor pIT2 ponudnika Source BioScience UK Limited, Nottingham, 
ZK) (54). Nosi gen za β-laktamazo, ki gostiteljskim celicam nudi odpornost proti ampicilinu. 
Vsebuje tudi mesti za začetek podvojevanja colE1 ori (za tvorbo dvoverižnih kopij DNA, 
dsDNA)  in f1 ori (za tvorbo krožne enoverižne DNA, ssDNA) ter gen za plaščni protein p3 
nitastega bakteriofaga. S pomočjo orodij tehnologije rekombinantne DNA bomo v regijo MCS 
(območje z več mesti za kloniranje; ang. multiple cloning site) fagmida pIT2 vstavili zapis za 
eritropoetinski receptor in ga predstavili na površini nitastega bakteriofaga po principu 
predstavitve 3+3. 
3.1.3.2 Pomožni bakteriofag KM13 
Pomožni bakteriofag KM13 v svojem genomu vsebuje okvarjeno (mutirano) zaporedje f1 ori, 
zaradi česar se po okužbi E. coli genom KM13 pomnožuje in posledično pakira počasneje v 
primerjavi s fagmidi z neokvarjenim mestom f1 ori in zato omogoča prednostno pakiranje 
fagmidne ssDNA v bakteriofagne delce. Vsebuje tudi gen za odpornost proti kanamicinu, kar 
omogoča selekcijo bakterijskih celic, okuženih s pomožnim bakteriofagom KM13 (55). 
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3.1.3.3 Vektor pcDNA3/EPOR1 
Sesalski plazmid, ki ima med mestoma BamHI in EcoRI vstavljen zapis za ektodomeno EpoR in 
je namenjen izražanju rekombinantne domene EpoR v celicah HEK293. Pripravljen je bil na 
Katedri za Farmacevtsko biologijo Fakultete za farmacijo (neobjavljeno). 
3.1.3.4 Bakterijski sev 
Uporabili smo bakterijski sev E. coli TG1 ponudnika Stratagene, San Diego, ZDA; genom: K-12 





3.1.3.5 Začetni oligonukleotidi 
Oznaka Nukleotidno zaporedje (5’3’) Proizvajalec 
F-Nco-EpoR-pIT       
(42 nt) 
ctcgcggcccagccggccatggccgcgcccccgcctaacctc (IDT, Leuven, Belgija) 
R-Not-EpoR-pIT        
(51 nt) 
cgtgatggtgatgatgatgtgcggccgcgctgccaccggggtccaggtcgc (IDT, Leuven, Belgija) 
pHEN_seq  
(18 nt) 
agatcctcttctgagatg Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, ZDA 
 
3.1.3.6 Encimi za molekulsko kloniranje 
Encimi Prepoznavno in cepitveno 
mesto 
Proizvajalec 
EagI-HF (20.000 U/mL) 
 
New England Biolabs®, Ipswich, 
MA, ZDA 
NcoI (10.000 U/mL) 
 
New England Biolabs®, Ipswich, 
MA, ZDA 
3.1.3.7 Označevalci velikosti 
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Označevalec velikosti Proizvajalec 
GeneRuler DNA Ladder Mix Thermo Scientific, Rockford, ZDA 
GeneRuler 50 bp Ladder Thermo Scientific, Rockford, ZDA 
 
3.1.3.8 Peptidi in proteini 
Peptid oz. protein Proizvajalec 
Rekombinantni humani eritropoetin (rhEPO) Katedra za farmacevtsko biologijo UL FFA; izražen v 
človeških celicah HEK293T in prečiščen s 
kromatografskimi tehnikami (IMAC in nato SEC) 
(neobjavljeno) 
Biotiniliran človeški eritropoetin (B-rhEPO) Katedra za farmacevtsko biologijo UL FFA; pridobljen z 
vezavo biotinske skupine na rhEPO preko sialičnih 
kislin z uporabo biotinamidokaproil hidrazida 
(neobjavljeno) 
Monoklonsko protitelo proti bakteriofagu M13, 
konjugirano s hrenovo peroksidazo (anti-M13-HRP) 
GE HealthCare, Little Chalfont, ZK 
Sintezni peptid B-EMP1 (biotiniliran EMP1); AK- 
ZAPOREDJE: GGGTYSCHFGPLTWVCKPQGG-
Ttds-Lys-CONH2(-ε-NH-Biotin) (podčrtana sta 
cisteinska ostanka, ki tvorita disulfidni mostiček; Ttds, 
linker iz 3 etilenoksidnih enot (1,13-diamino-4,7,10-
trioksatridekan-sukcinat)) 
JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin, Nemčija 
BSA (goveji serumski albumin), liofiliziran Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Streptavidin (SA)  ProSpec-Tany TechnoGene Ltd., Ness-Ziona, Israel 
Monoklonsko protitelo proti peptidnemu označevalcu c-
mycA00704 (anti-c-myc-tag) 
GenScript, Piscataway, NJ, ZDA 
Monoklonsko protitelo proti humanemu eritropoetinu 
MAB287 (anti-EPO)   
R&D Systems, Minneapolis, ZDA 
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GenScript, Piscataway, NJ, ZDA 
Protein A, konjugiran s hrenovo peroksidazo 
(SpA-HRP), 10-1023 
ThermoFisher Scientific, Waltham, ZDA 
Poliklonsko anti-mišje protitelo, konjugirano s hrenovo 
peroksidazo, 115-035-068 
Jackson ImmunoResearch, Cambridgeshire, ZK 
 
3.1.3.9 Magnetne kroglice 
Magnetne kroglice Proizvajalec 
Dynabeads Protein G ThermoFisher Scientific, Waltham, ZDA 
Dynabeads MyOne Streptavidin T1 ThermoFisher Scientific, Waltham, ZDA 
Dynabeads M-270 Streptavidin ThermoFisher Scientific, Waltham, ZDA 
3.1.4 Kompleti, reagenti 
Komplet, reagent  Proizvajalec 
Reakcijska zmes za verižno reakcijo s polimerazo 
2×PCR MasterMix 
Thermo Scientific, Rockford, ZDA 
NeBuilder HiFi DNA Assembly MasterMix New England Biolabs, Ipswich, MA, ZDA 
Komplet za izolacijo DNA iz agaroznega gela QIAEX® 
II Gel Extraction Kit 
Qiagen, Hilden, Nemčija 
Komplet za izolacijo plazmida GenElute
TM
 HP Plasmid 
Miniprep Kit 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Quantikine® IVD Human Epo ELISA kit R&D Systems, Minneapolis, ZDA 
DNA-polimeraza Pfu (2.5 U/μL) in pufer 10×Pfu Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA 
Mešanica deoksiribonukleotidov dNTP Mix (2 mM za 
vsako vrsto) 
ThermoFisher Scientific, Waltham, ZDA 
Kemiluminiscenčni substrat SuperSignal West Dura Thermo Scientific, Rockford, ZDA 
3.1.5 Gojišča, pufri, raztopine, geli 
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Gojišče Sestava   
Tekoče gojišče LB (lysogeny broth) LB v prahu 
ddH2O  
8 g 
ad 400 mL 




Tekoče gojišče 2×TY (pH 7,5) Tripton 
Kvasni ekstrakt 
NaCl 






ad 200 mL 
Pri pripravi tekočih gojišč najprej natehtamo sestavine in jim dodamo vodo ter dobro 
premešamo. Za pripravo trdnega gojišča tekočemu gojišču dodamo še agar. Gojišča nato 
steriliziramo z avtoklaviranjem, 20 minut pri 121 °C in nadtlaku 1 bar. Po ohladitvi na 50 °C 
agarnemu gojišču po potrebi dodamo ampicilin do končne koncentracije 100 µg/mL, zmes še 
vročo vlijemo v petrijevke in po strditvi shranimo v hladilnik pri 4 °C. 
Pufer Proizvajalec/Sestava 
NEBuffer 3.1 New England Biolabs, Ipswich, MA, ZDA 
PBS – phosphate buffer saline (pH 
7,4) 
KCl                               
K2HPO4                                 
NaCl                              
Na2HPO4                         
Uravnavanje pH z 1 M NaOH ali HCl  






ad 400 mL 








ad 1000 mL 
Pufer za blokiranje 2 % (m/v) BSA v pufru PBS 
Pufer za spiranje (PBST) 0,1 % (v/v) Tween20 v PBS 
Pufer za redčenje (PZR) 0,5 % (m/v) BSA v 0,1-% PBST 
 
Raztopina Sestava 
20 % (w/v) PEG/2,5 M NaCl 20 % PEG 
2,5 M NaCl 
ddH2O  
Sestavine natehtamo in raztopimo v 
vodi in dopolnimo do 40 mL. 




ad 40 mL 
 
Gel Sestava 











3.2  METODE 
3.2.1 Predstavitev EpoR na površini fagnih delcev 
 




dvojno rezanega vektorja 
iz gela, ocena 
koncentracije vektorja 
Dvojno rezanje 
vektorja pIT2   
•Vstavljanje genskega 
zapisa za ektodomeno 
EpoR v vektor pIT2 s 
pomočjo sestavljanja po 
Gibsonu 
Kloniranje 
zapisa za EpoR 





celice E.coli TG1 s 
klasično metodo 
toplotnega šoka 
Vnos vektorja v 
gostiteljske 
celice 
•PCR na osnovi kolonije, agarozna gelska 
elektroforeza, izolacija vektorja 













• Izolacija fagov z obarjanjem s 
PEG/NaCl, določitev koncentracije 





3.2.1.1 Restrikcija vektorja pIT2 z NcoI in EagI 
Kot osnovo za pridobitev lineariziranega vektorja pIT2 smo uporabili vektor pIT2/LBD14, tj. 
vektor pIT2 z vstavljenim genskim zapisom za leptin-vezočo domeno leptinskega receptorja med 
restrikcijski mesti NcoI in EagI (pripravljeno na Katedri za farmacevtsko biologijo, 
neobjavljeno). Za linearizacijo vektorja pIT2/LBD14 smo uporabili restrikcijski endonukleazi 
NcoI in EagI-HF, ki po rezanju pustita specifična lepljiva konca. Za sledečo ligacijo smo 
pripravili dvakrat rezan pIT2 (NcoI in EagI-HF), poleg tega pa smo za kontrolo pri agarozni 
elektroforezi pripravili tudi enkrat rezan vektor (EagI-HF). V reakcijsko mešanico smo dodali 
posamezne sestavine, kot je razvidno v preglednici I. Zmes smo inkubirali 2 uri pri 37 °C. 
Količino restrikcijskih endonukleaz smo prilagodili glede na podatek o aktivnosti posameznih 
restriktaz tako, da smo v reakcijsko zmes vnesli vsaj petkratni prebitek posamezne restriktaze, 
potrebne za razgradnjo 2 µg vektorja.  
Preglednica I: Reakcijska zmes za dvakratno in enkratno rezanje vektorja pIT2.  
KOMPONENTA 2× rezan vektor pIT2 1× rezan vektor pIT2/LBD14 
ddH2O 10,1 μL 4,5 μL 
NEBuffer 3.1 4 μL 1 μL 
vektor pIT2/LBD14 22,5 μL (~2 μg) 4 μL (~ 350 ng) 
NcoI 2,4 μL / 
EagI-HF 1 μL 0,5 μL 
 Σ = 40 μL Σ = 10 μL 
 
3.2.1.2 Agarozna gelska elektroforeza 
DNA je polielektrolit, zato lahko za ločevanje fragmentov DNA po velikosti uporabimo 
elektroforezo v agaroznem gelu. Negativni naboj DNA, ki je posledica prisotnosti fosfatnih 
skupin v njeni strukturi, v električnem polju povzroča potovanje molekul v smeri pozitivno 
nabite elektrode (anode), pri čemer ima agarozni gel vlogo molekulskega sita – majhne molekule 
se gibljejo skozi gel hitreje, velike pa počasneje. Ločevanje fragmentov DNA poteka izključno 
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na osnovi velikosti, saj je razmerje med nabojem in velikostjo nukleinske kisline vedno enako. Z 
agarozno elektroforezo lahko ločujemo fragmente velikosti do 10 kb (56). 
Pripravili smo 35 mL 1,5-% agaroznega gela tako, da smo zmes 0,525 g agaroze in 35 mL pufra 
TAE segrevali v mikrovalovni pečici do vrelišča. Raztopino smo potem ohladili do približno 60 
°C in ji dodali 3,5 μL etidijevega bromida. Etidijev bromid je fluorescenčno barvilo, ki se 
nespecifično interkalira med bazne pare dvoverižne DNA v razmerju ena molekula etidijevega 
bromida na 2,5 bazna para. Interkalirani etidijevi ioni absorbirajo svetlobo z valovno dolžino 310 
nm in emitirajo intenzivno rdečeoranžno bravo pri 590 nm, takšna fluorescenca interkaliranih 
etidijevih ionov je približno 10-krat močnejša v primerjavi s prosto molekulo v vodni raztopini 
(57). To nam omogoča detekcijo molekul DNA po končani elektroforezi. Raztopino smo nato še 
vročo vlili v kadičko in vstavili ustrezen glavniček. Po ohlajanju in strjevanju gela smo v kadičko 
nalili pufer TAE in glavniček odstranili. 
Pripravili smo štiri vzorce za nanos na gel: nerezan vektor pIT2, 1× rezan vektor pIT2, 2× rezan 
vektor pIT2 in označevalec velikosti (GeneRuler DNA Ladder Mix), ki vsebuje zmes različno 
dolgih fragmentov DNA z znanim številom baznih parov in nam pomaga pri določevanju 
velikosti DNA iz vzorca, ki jih vidimo kot lise v gelu. Vzorce smo po potrebi redčili z ddH2O in 
jim dodali 1/6 volumna nanašalnega pufra (6×LD), ki vsebuje barvili bromfenol modro in 
ksilencianol v glicerolu. V žepke smo odpipetirali celotne zmesi enojne in dvojne restrikcije, 
nerezanega plazmida in označevalca velikosti. Količine reagentov so podane v preglednici II. 
Preglednica II: Sestava zmesi vzorcev za nanos na agarozni gel. 




2× rezan pIT2 
(EagI-HF/NcoI) 
 3 μL vektor 
pIT2 (~250 
ng) 
 10 μL reakcijske 
zmesi 1× rezanega 
pIT2 (~350 ng) 
 4 μL DNA 
ladder mix 
 40 μL reakcijske 
zmesi 2×rezanega 
pIT2 (~2 µg) 
 7 μL 
ddH2O 
 2 μL 6×LD  6 μL ddH2O  8 μL 6×LD 
 2 μL 6×LD   2 μL 6×LD  
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Elektroforeza je potekala ~1,5 h pri stalni električni napetosti 90 V. Po končani elektroforezi smo 
gel pregledali pod UV-svetlobo (ekscitacija pri valovni dolžini 302 nm) in ga slikali z napravo 
G:BOX. 
3.2.1.3 Izolacija dvojno rezanega vektorja pIT2 iz agaroznega gela 
Postopek izolacije smo izvedli po navodilih proizvajalca kompleta QIAEX II Gel Extraction Kit 
(58). Izolacija temelji na fenomenu, da se DNA v prisotnosti visoke koncentracije kaotropnih 
soli adsorbira na silikagel (oz. steklo ali diatomejsko zemljo). Adsorpcija manjših fragmentov je 
izrazitejša pri večji koncentraciji kaotropnih soli, večji fragmenti se pa adsorbirajo že pri nižjih 
koncentracijah. Adsorpcija DNA je odvisna tudi od pH in je najbolj učinkovita, če je pH nižji od 
7,5. Komplet vsebuje delce silikagela, ki v prisotnosti visoke koncentracije kaotropnih soli 
adsorbira DNA, medtem ko nečistote (raztopljena agaroza, proteini, soli, etidijev bromid) 
odstranimo s spiranjem s priloženimi pufri.  
Najprej smo iz agaroznega gela izrezali košček z liso, ki je po velikosti ustrezala dvojno 
rezanemu vektorju pIT2. Košček smo potem segrevali v prisotnosti kaotropnih soli, ki prekinejo 
vodikove vezi med sladkornimi enotami v strukturi agaroze. Hkrati prihaja do disociacije DNA-
vezavnih proteinov iz fragmentov DNA in posledično vezave DNA na delce silikagela. Nato 
sledi spiranje in odstranjevanje nečistot. Delce silikagela z vezano DNA smo posušili pri sobni 
temperaturi in vezano DNA eluirali z dodatkom 10 mM pufra Tris-EDTA s pH-vrednostjo 8,5. S 
povišanjem temperature med elucijo na 50 °C smo povečali izkoristek izolacije DNA-
fragmentov. Zmes smo nato centrifugirali in supernatant z raztopljenim fragmentom DNA 
shranili pri -20 °C. 
Koncentracijo dvojno rezanega vektorja pIT2 smo ocenili spektrofotometrično z uporabo 
spektrofotometra NanoDrop preko merjenja absorbance vzorca pri 260 nm, kjer se nahaja 






3.2.1.4 Vstavljanje genskega zapisa za ektodomeno EpoR v fagmidni vektor pIT2 s pomočjo 
sestavljanja po Gibsonu 
3.2.1.4.1 Pomnožitev zapisa za EpoR 
Za pomnoževanje genskega zapisa za ektodomeno v verižni reakciji s polimerazo (PCR) smo 
uporabili začetna oligonukleotida F-Nco-EpoR-pIT in R-Not-EpoR-pIT (3.1.3.5). 
Začetna oligonukleotida smo načrtovali tako, da bomo z njuno uporabo v reakciji PCR na oba 
konca pomnoženega zapisa za EpoR uvedli zaporedji, homologni obema koncema 2×rezanega 
vektorja pIT2. Tako lahko pomnoženi zapis za EpoR uporabimo v reakciji sestavljanja po 
Gibsonu z namenom vstavljanja genskega zapisa v fagmidni vektor pIT2. Pri izvajanju PCR smo 
namesto običajne DNA-polimeraze Taq uporabili DNA-polimerazo Pfu, saj pri sintezi 
komplementarne verige redkeje dela napake in ima sposobnost popravljanja napak, če pride do 
vključitve napačnega nukleotida v nastajajočo verigo. Količine reagentov so podane v 
preglednici III, temperaturni program izvajanja reakcije pa v preglednici IV. 
Preglednica III: Sestava mešanice za PCR. 
KOMPONENTA KONČNA KOLIČINA V 
MEŠANICI 
VOLUMEN [μL] 
ddH2O  20,3  
10× Pfu Buffer (+MgSO4) / 3 
mešanica dNTP, 2 mM 200 μM vsakega 3 
F-Nco-EpoR-pIT [5 µM] 0,25 μM 1,5 
R-Not-EpoR-pIT [5 µM] 0,25 μM 1,5 
pcDNA3/EPOR1 10 ng 0,1 
DNA-polimeraza Pfu 2,5 U/μL 0,6 






Preglednica IV: Temperaturni program PCR.  







     30 ciklov 
5 min 72 °C  
Po končani reakciji PCR smo produkt analizirali z agarozno gelsko elektroforezo in ga izolirali iz 
gela (3.2.1.2). Pripravili smo 2-% agarozni gel, na katerega smo nanesli amplikon in označevalec 
velikosti. Izrezali smo košček gela, ki vsebuje fragment DNA velikosti približno 739 kb in ga 
izolirali s pomočjo kompleta QIAEX II Gel Extraction Kit (3.2.1.3). Koncentracijo izolirane 
DNA smo določili spektrofotometrično. 
3.2.1.4.2  Vstavitev zapisa za EpoR v fagmidni vektor pIT2 s pomočjo sestavljanja po Gibsonu 
Ker vsebuje genski zapis za EpoR prepoznavno mesto za restrikcijsko endonukleazo NcoI, kar 
nam je onemogočalo vstavljanje zapisa po konvencionalni metodi kasetnega kloniranja (tj. z 
uporabo DNA-ligaze), smo za namen vstavljanja gena za EpoR v pIT2 uporabili metodo 
sestavljanja po Gibsonu (ang. Gibson assembly). Gre za metodo, ki omogoča tudi združevanje 
večjega števila fragmentov DNA v eni reakcijski zmesi v enem koraku (59). V našem primeru je 
šlo za združevanje pomnoženega zapisa za EpoR (z uvedenima končnima zaporedjema, 
komplementarnima vektorju) z lineariziranim ekspresijskim fagmidnim vektorjem pIT2. V 
reakcijski zmesi sestavljanja po Gibsonu so prisotni trije encimi, ki združijo dva ali več 
fragmentov DNA, ki imajo v svoji strukturi medsebojno komplementarna zaporedja dolžine vsaj 
20-40 bp (slika 5). 
Za izvedbo reakcije smo uporabili komplet NEBuilder HiFi DNA Assembly MasterMix. 
Komplet vsebuje eksonukleazo, ki v smeri od 5’ proti 3’ odstrani nukleotide na 5'-koncih verig v 
vključku in vektorju in na ta način ustvari 3’-enoverižne komplementarne priveske fragmentov 
DNA. Nato pride do hibridizacije komplementarnih verig fragmentov in dodajanja manjkajočih 
nukleotidov na 3'-konce verig s pomočjo DNA-polimeraze v smeri od 5' proti 3', s čimer se 
zapolnijo vrzeli. Na koncu še DNA-ligaza katalizira nastanek fosfodiestrskih vezi med 
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sosednjimi nukleotidi stikajočih se verig (59). Pripravili smo zmes, podano v preglednici V, in jo 
inkubirali 60 min pri 50 °C. 
 
Preglednica V: Sestava zmesi za vstavljanje vključka v fagmidni vektor pIT2. 
KOMPONENTA KOLIČINA VOLUMEN [µL] 
NEBuilder HiFi MasterMix / 3,5 
lineariziran pIT2 (rezan z NcoI in EagI; 27,3 
ng/µL) 
35 ng (12,3 fmol) 1,281 µL 
INSERT EpoR (po PCR 12.12.2016) 16,87 ng (36,9 fmol) 0,186 µL 
ddH2O  2,0 µL 
  Σ = 7 µL 
 
 




3.2.1.5 Vnos rekombinantnega vektorja pIT2/EpoR v kompetentne celice E. coli TG1 
V kompetentne celice E. coli TG1 smo vnesli rekombinantni fagmidni vektor pIT2 z vstavljenim 
zapisom za EpoR s klasično metodo toplotnega šoka. Alikvot kompetentnih celic (200 μL), 
shranjenih pri -80 °C, smo odtalili na ledu, nato smo jim dodali celotno ligacijsko zmes in jih  
inkubirali 20 minut na ledu. Nato smo zmes prenesli v vodno kopel s temperaturo 42 °C za 45 s. 
Takoj zatem smo zmes prenesli nazaj na led za 3 min, ji dodali 800 μL gojišča 2×TY, in 
suspenzijo stresali 60 min pri 37 °C in 250 vrt./min. Iz kulture transformiranih celic smo na 
agarna gojišča z ampicilinom (100 μg/mL) v aseptičnih pogojih enakomerno razmazali 70 μL 
kulture. Preostanek kulture po stresanju smo centrifugirali 3 minute pri 5000 vrt./min, zavrgli 
850 μL supernatanta, preostali del pa ponovno suspendirali in v aseptičnih pogojih enakomerno 
razmazali po petrijevki z agarnim gojiščem LB z ampicilinom. Petrijevke z razmazanimi 
transformiranimi celicami smo inkubirali čez noč pri 37 °C. 
3.2.1.6 PCR na osnovi kolonije 
PCR na osnovi kolonije je priročna metoda, ki omogoča razlikovanje bakterijskih kolonij, ki so 
sprejele rekombinantni plazmid z želenim vključkom, od tistih, ki so sprejele plazmid brez 
želenega vključka. Podobno kot pri običajni reakciji PCR potrebujemo za izvedbo začetna 
oligonukleotida, s katerima pomnožimo produkt ustrezne velikosti, če so kolonije sprejele vektor 
z želenim vključkom, ali produkt drugačne velikosti, če je vektor brez ali vsebuje drug vključek. 
Metoda izkorišča visoko občutljivost PCR, saj za vizualizacijo na agaroznem gelu protrebujemo 
zelo majhne začetne količine matrične DNA (rekombinantnega vektorja) iz kolonij (61).  
Pri tej izvedbi PCR namesto izolirane matrične DNA v reakcijsko zmes po dotiku kolonije s 
pipetnim nastavkom prenesemo majhno količino bakterijskih celic, ki vsebujejo vektor. 
Predhodna liza celic ni potrebna, ker do sprostitve fagmidne DNA pride v začetni fazi segrevanja 
reakcije PCR. Sproščeni fagmidni vektor služi kot matrična DNA, medtem ko sta 
oligonukleotida F-Nco-EpoR-pIT in pHEN_seq specifična za vključek oz. vektor (pHEN_seq se 
prilega na zaporedje, ki leži navzdol od mesta za kloniranje v vektorju pIT2, F-Nco-EpoR-pIT pa 
na zaporedje vključka). Uporaba kombinacije teh oligonukleotidov omogoča nastanek amplikona 
določene velikosti le v primeru vstavljenega vključka. Kontrolo ligacije predstavlja dotik in 
prenos majhnega dela zmesi po ligaciji v reakcijo PCR, negativno kontrolo (NK) pa predstavlja 
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dotik agarnega gojišča med kolonijami in prenos v reakcijo PCR. Sestava posamezne reakcijske 
zmesi in temperaturni program PCR sta podana v preglednici VI oz. preglednici VII. Po končani 
PCR smo produkte nanesli na agarozni gel in izvedli elektroforezo. 
Preglednica VI: Sestava reakcijske zmesi za PCR na osnovi kolonije.  
KOMPONENTA VOLUMEN [μL] 
2×PCR MasterMix 5 
F-Nco-EpoR-pIT (začetni oligonukleotid) 0,5 (5 µM) 
pHEN_seq (začetni oligonukleotid) 0,5 (5 µM) 
ddH2O 4 
Vzorec kolonije oz. zmesi z rekombinantnim vektorjem 0,1 oz. dotik kolonije 
 Σ = 10 μL 
Preglednica VII: Temperaturni program izvajanja PCR na osnovi kolonije. 







      
35 ciklov 
6 min 72 °C 
 
 
3.2.1.6.1 Agarozna gelska elektroforeza produktov PCR na osnovi kolonije 
Pripravili smo 35 mL 1,8-% agaroznega gela (3.2.1.2). Kot označevalec velikosti smo uporabili 
GeneRuler Mix. Sestava vzorcev za nanos na agarozni gel je podana v preglednici VIII. 
Preglednica VIII: Sestava vzorcev za nanos na agarozni gel 
Označevalec velikosti (GeneRuler 
DNA Ladder Mix) 
vsi ostali vzorci (produkti PCR) 
 2 µL Generuler DNA Ladder Mix 
 8 µL ddH2O 
 2 µL 6×LD 
 vsaki reakcijski mešanici dodamo po 2 µL 6×LD in vsako nanesemo v 
svojo vdolbinico  
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Liso, ki ustreza pomnožku v primeru pravilno vstavljenega vključka v vektor pIT2, pričakujemo 
pri 792 bp. 
3.2.1.7 Priprava in pomnoževanje fagov  
Iz dveh kolonij E. coli TG1, ki sta vsebovali vstavljena vključka pričakovanih dolžin, smo 
pripravili prekonočni kulturi. Po 4 mL gojišča 2×TY z ampicilinom (100 μg/mL) in glukozo 
(2 % m/v) smo v aseptičnih pogojih inokulirali s kolonijo in stresali (250 vrt./min) preko noči pri 
37 °C. Visoka koncentracija glukoze zavira izražanje rekombinantnega fuzijskega proteina 
EpoR-p3 v E. coli, saj je izražanje genov, vstavljenih v regijo MCS v fagmidu pIT2, pod 
nadzorom promotorja lac. V prisotnosti laktoze ali IPTG in odsotnosti glukoze se analog laktoze 
(alolaktoza) ali IPTG vežeta na represor lac in onemogočata njegovo vezavo na operator in 
transkripcija lahko poteče. 
Iz prekonočnih kultur smo pripravili trajne kulture tako, da smo k 900 μL prekonočne kulture 
dodali 170 μL glicerola in takšne zmesi shranili pri -80 °C. Iz preostankov obeh prekonočnih 
kultur smo izolirali fagmidno DNA z uporabo kompleta GenElute HP Plasmid Miniprep Kit 
proizvajalca Sigma. Prekonočni kulturi smo centrifugirali pri 12.000 vrt./min 1 min in odstranili 
supernatant. Nadalje smo postopali po protokolu proizvajalca (62). Na koncu smo fagmidno 
DNA eluirali s kolone z dodatkom 40 μL pufra TE. 
Izolirani fagmidni DNA smo spektrofotometrično ocenili koncentracijo. Nato smo vzorce 
ustrezno redčili in poslali na določitev nukleotidnega zaporedja, s čimer smo potrdili ustrezno 
vstavitev vključka in odsotnost mutacij v vključku. 
3.2.1.7.1  Priprava rekombinantnih bakteriofagnih delcev M13-EpoR s predstavljeno 
ektodomeno EpoR 
Iz obeh bakterijskih klonov smo pripravili kulturi srednje gostote (OD600 ~ 0,4–0,8) za 
superinfekcijo s pomožnim bakteriofagom KM13. 100 μL vsake prekonočne kulture smo 
precepili v 10 mL gojišča 2×TY z dodanima 2 % glukoze in 100 μg/mL ampicilina in kulturi 
stresali (200 vrt./min) 1,5 h pri 37 °C. Vsaki od kultur smo nato dodali po 3 μL (2,6×10
10
 pfu) 
bakteriofagov KM13 in kulturi inkubirali 45 minut brez stresanja pri 37 °C. Nato smo v obe 
kulturi dodali kanamicin do koncentracije 50 μg/mL in spet stresali 2 h pri 37 °C. Sledilo je 
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centrifugiranje obeh kultur, supernatanta smo odlili in celični usedlini suspendirali v novih 
gojiščih, sestavljenih iz 45 mL 2×TY z dodanimi 100 μg/mL ampicilina, 50 μg/mL kanamicina 
in 0,1 % glukoze. Kulturi smo stresali preko noči (250 vrt./min) pri 25 °C. 
3.2.1.7.2  Izolacija bakteriofagnih delcev M13-EpoR iz bakterijskih kultur 
Bakterijsko kulturo smo dvakrat zapored centrifugirali (10 minut pri 4 °C, 10.000 vrt./min) in 
vsakič zavrgli usedlino bakterijskih celic. 40 mL vsakega supernatanta smo dodali po 10 mL 
raztopine PEG/NaCl, dobro premešali in zmesi inkubirali preko noči pri 4 °C. Prisotnost 
mešanice PEG/NaCl povzroča reverzibilno obarjanje fagov zaradi odtegnitve vode. Naslednji 
dan smo suspenziji oborjenih fagov centrifugirali (15 minut pri 4 °C, 10.000 vrt./min), 
supernatanta zavrgli in vsako usedlino bakteriofagov suspendirali v 1 mL PBS. Po krajšem 
centrifugiranju (2 min, 10.000 vrt./min, 4°C) smo vsakemu od supernatantov dodali novih 
250 μL raztopine PEG/NaCl in inkubirali na ledu 30 min. Po centrifugiranju (10 min, 4 °C, 
10.000 vrt./min.) smo oborino fagov suspendirali v po 400 μL PBS. 
3.2.1.7.3 Določanje titra bakteriofagov 
Spektrofotometrično določanje koncentracije bakteriofagov v suspenziji temelji na korelaciji 
med dolžino virusne DNA in količino poglavitnega plaščnega proteina p8, ki vplivata na 
absorpcijski spekter v UV-območju. Povezava med številom virusnih delcev (virionov) in 
absorpcijo je podana v enačbi 1 (63). Pri 320 nm fagi zelo malo absorbirajo in zato absorbanco 
pri tej valovni dolžini uporabimo za korekcijo na račun sipanja svetlobe s površine fagov in 
nečistot v suspenziji. Pri 269 nm pa se v značilnem spektru suspenzije nitastih bakteriofagov 
nahaja absorpcijski vrh, ki je posledica absorpcije enoverižne DNA in kapsidnih proteinov (64). 
Enačba 1: Izračun koncentracije bakteriofagov v suspenziji v odvisnosti od absorbance pri 












3.2.2  Kvalitativno preverjanje predstavitve funkcionalne ektodomene EpoR na 
rekombinantnih fagnih delcih s pomočjo testa fagna ELISA 
ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) oz. encimskoimunski test je imunska 
tehnika, ki jo uporabljamo za dokazovanje prisotnosti antigena ali protiteles v vzorcu oz. njihovo 
kvantifikacijo. V t.i. bakteriofagni različici testa ELISA namesto primarnih protiteles uporabimo 
bakteriofagne delce s predstavljenim ligandom in s pomočjo označenih protiteles proti 
bakteriofagnim delcem detektiramo, ali so se bakteriofagi vezali na tarčno molekulo, adsorbirano 
na površino vdolbinice mikrotitrske ploščice. V našem primeru smo različne tarčne molekule 
imobilizirali na dno vdolbinic in nato dodali bakteriofage z izraženim EpoR na kapsidi. Temu je 
sledilo spiranje in dodatek protiteles anti-M13-HRP, ki se specifično vežejo na bakteriofage in so 
konjugirana z encimom hrenova peroksidaza (HRP, ang. horseradish peroxidase). Na koncu smo 
v sprane vdolbinice dodali kromogeni substrat encima HRP, prišlo je do nastajanja obarvanega 
produkta; intenziteta obarvanja je sorazmerna količini vezanega konjugata, ta pa številu vezanih 
bakteriofagov v vdolbinici. 
3.2.2.1 ELISA: Preverjanje funkcionalnosti izraženega EpoR na površini bakteriofagov 
Na površino posameznih vdolbinic mikrotitrskih ploščic Nunc Maxisorp smo adsorbirali različne 
tarčne molekule (po 20 μg/mL streptavidina (SA) in BSA, 10 μg/mL rhEPO, 5 μg/mL anti-myc-
tag mAb), redčene v PBS (50 μL posamezne raztopine v vsako vdolbinico). Vezava tarč je 
potekala čez noč pri temperaturi 4 °C. Sledilo je blokiranje nevezanih mest na površini vdolbinic 
z dodatkom 230 μL 2-% raztopine BSA v PBS v vsako vdolbinico in enourno inkubacijo pri 
sobni temperaturi. V vdolbinice s SA smo naslednji dan dodali po 100 μL raztopin 
biotiniliranega rhEPO (B-rhEPO) oz. biotiniliranega peptida EMP1 (B-EMP1) koncentracije 
2 μg/mL in ploščico stresali (50 vrt./min) eno uro pri sobni temperaturi. Po trikratnem spiranju z 
0,1 % PBST smo v vsako vdolbinico dodali po 100 μL suspenzije rekombinantnih fagov 
M13-EpoR s koncentracijo 5×10
9
 virionov/mL v pufru za redčenje (PZR; 0,5 % BSA v 0,1 
% PBST) in ploščico stresali eno uro pri sobni temperaturi. Nato smo vdolbinice trikrat sprali z 
0,1 % PBST in v vsako vdolbinico dodali 100 µL raztopine konjugata detekcijskih protiteles s 
hrenovo peroksidazo (anti-M13-HRP), redčenih v PZR v volumskem razmerju 1:5000. Po 
enournem stresanju pri sobni temperaturi in štirikratnem spiranju smo v vsako vdolbinico dodali 
po 200 µL raztopine kromogenega substrata TMB in po 3 min ustavili reakcijo z dodatkom 
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50 µL 2 M H2SO4. Absorbanco raztopin v posameznih vdolbinicah smo izmerili pri valovni 
dolžini 450 nm z uporabo čitalca mikrotitrskih ploščic Epoch (Biotek). 
3.2.3 Optimizacija testov ELISA1 in ELISA2 z uporabo umetnega matriksa (pufrskega 
sistema) 
Z namenom prve faze optimizacije posameznih testov ELISA kot tudi celotne platforme smo se 
odločili, da bomo vse korake izvedli v dobro definiranem pufru PZR (0,5 % BSA v 0,1 % 
PBST), t.i. umetnem matriksu, namesto uporabe pravega človeškega seruma. Takšen pufer nam 
je hkrati služil za pripravo preprostega simuliranega seruma tako, da smo v PZR dodali rhEPO in 
po potrebi mimetike EPO. 
3.2.3.1 Ocena optimalne koncentracije tarč za imobilizacijo pri ELISA1 
Površino vdolbinic mikrotitrske plošče Nunc Maxisorp smo zasitili s SA tako, da smo v vsaki 
vdolbinici preko noči inkubirali 50 µL raztopine SA (20 μg/mL) v PBS pri 4 °C. Po blokiranju z 
2 % BSA/PBS in spiranju z 0,1 % PBST, smo v posamezne vdolbinice dodali po 100 μL 
serijskih redčitev B-rhEPO (s padajočimi koncentracijami: 30,  15,  7,5,  3,75,  1,88,  0,938, 
0,469 in 0 μg/mL) in B-EMP1 (s padajočimi koncentracijami: 3,  1,5,  0,75,  0,375,  0,188, 
0,094, 0,0469 in 0 μg/mL) in inkubirali 1 h pri sobni temperaturi. Po spiranju smo v vsako 
vdolbinico dodali po 5×10
9
 bakteriofagov M13-EpoR in ploščico stresali (50 vrt./min) 1 h pri 
sobni temperaturi. Podobno kot v zgoraj opisanih testih ELISA (3.2.2.1), je sledilo trikratno 
spiranje in detekcija vezanih fagov s pomočjo detekcijskega konjugata anti-M13-HRP in 
kromogenega substrata TMB. Reakcijo smo ustavili z dodatkom 50 µL 2 M H2SO4 in izmerili 
absorbance v vdolbinicah pri 450 nm. Test smo izvajali v treh paralelkah. 
3.2.3.2 Ocena optimalne koncentracije bakteriofagov M13-EpoR za uporabo v 
kompetitivnem testu ELISA1 
Vdolbinice mikrotitrske plošče Nunc Maxisorp smo prekrili s SA (3.2.3.1), blokirali z 2 % 
BSA/PBS in spirali s 0,1% PBST. Nato smo v posamezne vdolbinice dodali po 100 μL raztopin 
B-rhEPO (0,4 μg/mL) oz. B-EMP1 (0,15 μg/mL) v PZR in ploščico stresali (50 vrt./min) 1 h pri 
sobni temperaturi. Po spiranju smo v posamezne vdolbinice dodali po 100 μL serijskih redčitev 

















 in 0 fagov/mL) in ploščico stresali (50 vrt./min) 1 h pri sobni temperaturi. Vezane fage 
smo detektirali po zgoraj opisanem postopku z uporabo detekcijskega konjugata anti-M13-HRP 
in kromogenega substrata TMB. 
3.2.3.3 Vezava fagov M13-EpoR na imobilizirane ligande EpoR v prisotnosti različnih 
koncentracij mimetika EPO 
V posamezne vdolbinice mikrotitrske plošče Nunc Maxisorp smo dodali po 50 μL raztopine SA 
v PBS s koncentracijo 20 μg/mL in inkubirali čez noč pri 4 °C. Po blokiranju z 2 % BSA/PBS in 
spiranju z 0,1 % PBST smo na imobiliziran SA vezali B-EMP1 tako, da smo v posamezne 
vdolbinice odpipetirali po 100 μL raztopine B-EMP1 v pufru za redčenje s koncentracijo 
0,15 μg/mL in ploščico stresali (50 vrt./min) 1 h pri sobni temperaturi. Izhodno raztopino 
tetramernega kompleksa biotiniliranega peptida B-EMP1 s streptavidinom ([B-EMP1]4SA) v 
pufru za redčenje s koncentracijo 1 μM smo pripravili z mešanjem enega množinskega dela SA 
in 4 množinskih ekvivalentov B-EMP1. Izhodno raztopino [B-EMP1]4SA smo nato serijsko 
redčili in pripravili raztopine s končnimi koncentracijami 100 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM, 10 pM 
in 0. Suspenzijo fagov M13-EpoR s koncentracijo 1,4×10
11
 fagov/mL smo dodali k posameznim 
redčitvam kompleksa v volumskem razmerju 1:1 in zmesi inkubirali 30 min pri sobni 
temperaturi. 100 μL posameznih redčitev smo prenesli v predhodno blokirane vdolbinice z 
imobiliziranim B-EMP1 in ploščico stresali (50 vrt./min) 1 h pri sobni temperaturi. Po spiranju 
smo vezane fage detektirali po ustaljenem postopku. Test smo izvajali v treh paralelkah. 
3.2.3.4 Ocena optimalne koncentracije protiteles anti-c-myc za imobilizacijo pri ELISA2 
Po 50 μL serijsko redčenih raztopin protiteles anti-c-myc v PBS s padajočimi koncentracijami od 
20, 10, 5,  2,5,  1,25,  0,625,  0,313 in 0 μg/mL smo dodali v posamezne vdolbinice mikrotitrske 
ploščice in inkubirali čez noč pri 4 °C. Po blokiranju in spiranju smo v vsako vdolbinico dodali 
po 5×10
9 
fagov M13-EpoR v 100 μL pufra za redčenje in ploščico stresali (50 vrt./min) 1 h pri 
sobni temperaturi. Sledilo je spiranje in detekcija vezanih fagov po ustaljenem postopku. 
3.2.3.5 Ocena optimalne koncentracije fagov M13-EpoR za detekcijo v ELISA2 
Na dno vdolbinic mikrotitrske ploščice smo imobilizirali protitelesa anti-c-myc tako, da smo v 
vsako vdolbinico dodali po 50 μL raztopine protiteles s koncentracijo 1,25 μg/mL v PBS in 
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ploščico inkubirali čez noč pri 4 °C. Sledilo je blokiranje z 2 % BSA/PBS in trikratno spiranje 















 in 0 virionov/mL. 
100 μL od vsake serijske redčitve smo odpipetirali v ločene vdolbinice in ploščico stresali 
(50 vrt./min) 1 h pri sobni temperaturi. Po spiranju je sledila detekcija vezanih fagov po 
ustaljenem postopku. 
3.2.4 Preliminarna ocena delovanja celotne testne platforme z uporabo simuliranih 
vzorcev z dodanim mimetikom EPO  
3.2.4.1 Priprava simuliranih “neoporečnih” in “sumljivih” vzorcev 
“Neoporečne” vzorce smo pripravili tako, da smo k pufru za redčenje (0,5 % BSA v 0,1 % 
PBST) dodali rhEPO do končne koncentracije 340 pg/mL (~10 pM), kar sodi v območje višjih 
normalnih serumskih koncentracij EPO (65). Za pripravo “sumljivega” vzorca smo 
simuliranemu »neoporečnemu« vzorcu dodali tetramer [B-EMP1]4SA do končne koncentracije 
10 nM. 
3.2.4.2 Priprava magnetnih kroglic z vezanim proteinom G in protitelesi proti EPO (pG/anti-
EPO) za odstranjevanje EPO 
Dva alikvota po 0,3 mg paramagnetnih kroglic Dynabeads Protein G smo temeljito sprali z 
0,05 % PBST in jih suspendirali v po 20 μL pufra za redčenje z dodanimi 2,5 μg protiteles anti-
EPO (MAB287). Po 30-minutnem stresanju pri sobni temperaturi smo paramagnetne kroglice z 
vezanimi protitelesi trikrat spirali z 0,05 % PBST. Protein G je protein, pridobljen iz bakterij 
rodu Streptococcus, ki veže regijo Fc protiteles IgG, zato ostanejo protitelesa proti EPO vezana 
na površino kroglic. Kroglice smo nato suspendirali v po 400 μL simuliranega »neoporečnega« 
oz. »sumljivega« vzorca. Ocenjena vezavna kapaciteta magnetnih kroglic z vezanimi 
monoklonskimi protitelesi anti-EPO naj bi presegla normalno količino EPO v 400 μL človeškega 





3.2.4.3 Priprava magnetnih kroglic z vezanim biotiniliranim eritropoetinom (SA/B-rhEPO) 
za odstranitev fagov M13-EpoR z nezasedenimi EpoR 
Za vsak 400-μL alikvot mešanice fagov in vzorca smo sprali po 50 μg magnetnih kroglic 
Dynabeads MyOne Streptavidin T1 in jih suspendirali v 20 μL pufra za redčenje z dodanim 
0,7 μg B-rhEPO. Po 30-minutnem stresanju pri sobni temperaturi smo kroglice trikrat sprali z 
0,05 % PBST in jih suspendirali v 400 μL mešanice posameznega vzorca in fagov s 
koncentracijo 7×10
10
 fagov/mL. S tem naj bi vezali in odstranili fage M13-EpoR z nezasedenimi 
EpoR. Ocenjena vezavna kapaciteta kroglic naj bi presegala število dodanih fagov s 
predstavljenim EpoR vsaj 200-krat. 
3.2.4.4 Priprava vzorcev za uporabo v ELISA1 in ELISA2 
Vsak alikvot spranih kroglic pG/anti-EPO smo suspendirali v po 400 μL “neoporečnega” ali 
“sumljivega“ vzorca v mikrocentrifugirkah. Mikrocentrifugirke smo mešali z obračanjem 30 
minut pri sobni temperaturi. Nato smo na magnetnem stojalu po odtegnitvi kroglic odvzeli 
supernatant, medtem ko je EPO ostal vezan na kroglice. Supernatante smo prenesli v nove 
mikrocentrifugirke in vsakemu dodali enak volumen suspenzije fagov M13-EpoR s 
koncentracijo 1,14×10
11
 fagov/mL v pufru za redčenje in zmesi rahlo stresali 30 min pri sobni 
temperaturi. 400 μL vsakega vzorca (“neoporečnega” ali “sumljivega”) smo dodali k 
posameznemu alikvotu spranih kroglic SA/B-rhEPO. Preostalih 400 μL od vsakega vzorca smo 
shranili za kasnejšo analizo z ELISA1. Kroglice SA/B-rhEPO smo suspendirali v mešanici fagov 
in vzorcev in zmesi mešali z obračanjem 30 minut pri sobni temperaturi, kar je omogočilo 
vezavo fagov z nezasedenimi EpoR na kroglice. Po odtegnitvi kroglic s pomočjo magnetnega 
stojala smo supernatante zbrali in jih analizirali z ELISA2. 
3.2.4.5 Analiza vzorcev z ELISA1 in ELISA2 
Za ELISA1 smo v vdolbinice mikrotitrske plošče imobilizirali SA tako, da smo v vdolbinice 
odpipetirali po 50 μL raztopine SA v PBS s koncentracijo 20 μg/mL in ploščice inkubirali čez 
noč pri 4 °C. Naslednji dan smo nevezana mesta blokirali z dodatkom po 230 μL 2-% raztopine 
BSA v PBS in vdolbinice trikrat sprali s 0,1 % PBST. V vsako vdolbinico smo dodali po 100 μL 
raztopine B-EMP1 s koncentracijo 0,15 μg/mL v pufru za redčenje in ploščico stresali (50 
vrt./min) 1 h pri sobni temperaturi.  
42 
 
Za ELISA2 smo v vdolbinice mikrotitrske plošče imobilizirali monoklonska protitelesa anti-c-
myc tako, da smo v vsako vdolbinico odpipetirali po 50 μL raztopine protiteles v PBS s 
koncentracijo 1,25 μg/mL in ploščico inkubirali čez noč pri 4 °C. Nevezana mesta v vdolbinicah 
smo blokirali z dodatkom 230 μL 2-% raztopine BSA v PBS v vsako vdolbinico.  
Vdolbinice ploščic za ELISA1 in ELISA2 smo trikrat sprali s po 280 μL 0,1 % PBST in nato v 
vdolbinice ploščice za ELISA1 dodali po 100 μL posameznih mešanic fagov in vzorcev z 
odstranjenim EPO v treh paralelkah. V vdolbinice ploščice za ELISA2 smo obenem dodali po 
100 μL mešanice fagov in vzorcev z odstranjenim EPO po obdelavi s kroglicami SA/B-rhEPO v 
treh paralelkah. Ploščici smo inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi med rahlim stresanjem (50 
vrt./min). Po trikratnem spiranju z 0,1 % PBST smo prisotnost fagov M13-EpoR v vzorcih 
ocenili s pomočjo detekcijskih protiteles anti-M13-HRP in kromogenim substratom TMB. 
Reakcijo smo ustavili z dodatkom 50 μL 2 M H2SO4 in izmerili absorbanco posamezne 
vdolbinice pri valovni dolžini 450 nm. Povprečne vrednosti in standardne odklone smo 
izračunali iz treh ponovitev posameznih vzorcev za vsak test ELISA. 
3.2.5 Ugotavljanje vzrokov za neučinkovito odstranjevanje fagov M13-EpoR  
3.2.5.1 Izbira najprimernejših paramagnetnih kroglic za odstranitev fagov M13-EpoR 
3.2.5.1.1 Primerjava odstranitve fagov M13-EpoR z uporabo paramagnetnih kroglic SA/B-
rhEPO in pA/anti-c-myc 
400 μg vsake vrste kroglic (Dynabeads MyOne Streptavidin T1 in Dynabeads Protein A) smo 
najprej spirali z 0,05 % PBST in jih suspendirali v po 30 μL pufra za redčenje. V naslednjem 
koraku smo dodali 5,6 μg B-rhEPO h kroglicam, obloženimi s streptavidinom, oz. 7,2 μg 
protiteles anti-c-myc h kroglicam, obloženimi s proteinom A. Kroglice smo stresali 30 minut pri 
sobni temperaturi, sprali in jih razdelili na alikvote (300 μg in 30 μg). Vsak alikvot smo 
suspendirali v 400 μL pufra za redčenje, v katerega smo predhodno dodali fage M13-EpoR v 
koncentraciji 7×10
10
 fagov/mL, ter stresali eno uro pri sobni temperaturi. Posamezne 
supernatante in suspenzijo fagov, ki nam služi kot negativna kontrola, smo razdelili v tri 
paralelke (vsaka po 100 μL) in nanesli v vdolbinice mikrotitrske plošče z adsorbiranimi 
protitelesi anti-c-myc. Po enourni inkubaciji smo vdolbinice spirali in nato izvedli detekcijo 
vezanih fagov po ustaljenem postopku. 
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3.2.5.1.2 Ocena vezave preostalih fagov M13-EpoR na B-EMP1 in protitelesa anti-c-myc po 
odstranitvi z različno obloženimi paramagnetnimi kroglicami 
Dvakrat po 100 μg paramagnetnih kroglic Dynabeads M-270 Streptavidin smo sprali in nasitili z 
B-rhEPO ali B-EMP1 s 30-minutno inkubacijo v prisotnosti trikratnega množinskega presežka 
posameznega liganda, medtem ko smo 100 μg kroglic pustili neobloženih z namenom 
preverjanja specifičnosti odstranjevanja fagov. Podobno smo nasitili 100 μg spranih kroglic 
Dynabeads Protein A s protitelesi anti-c-myc. Po spiranju smo vse kroglice suspendirali v po 400 
μL suspenzije fagov (2×10
10
 virionov/mL) v PZR in stresali eno uro pri sobni temperaturi. 100 
μL vsakega supernatanta in 100 μL suspenzije fagov (kontrola) smo nanesli v posamezne 
vdolbinice mikrotitrske plošče, prekrite s SA/B-EMP1 ali protitelesi anti-c-myc. Po enourni 
inkubaciji in spiranju smo detektirali vezane fage po ustaljenem postopku. 
3.2.5.2 Analiza prisotnosti rekombinantnega fuzijskega proteina EpoR-p3 na površini fagov s 
SDS-PAGE in sledečim prenosom western 
Za nanos v vsak stolpec poliakrilamidnega gela smo pripravili po 6×10
11
 fagov, ki izražajo na 
svoji površini različne fuzijske proteine s kapsidnim proteinom p3 (M13-EpoR, ki predstavlja 
ektodomeno eritropoetinskega receptorja, M13-scFv, ki predstavlja enoverižni variabilni 
fragment anti-BSA (iz knjižnice Tomlinson) (54) in M13-EMP1, ki predstavlja peptidni mimetik 
EPO) ter pomožni bakteriofag KM13 kot negativno kontrolo. Posamezne suspenzije fagov smo 
dodali v nanašalni pufer za SDS-PAGE, ki vsebuje 6 % SDS in 300 mM DTT, segrevali 4 
minute na vodni kopeli (100 °C) in nanesli na dva diskontinuirna 12-% poliakrilamidna gela. Po 
končani elektroforezi smo proteine iz obeh gelov prenesli na nitrocelulozni membrani s pomočjo 
električnega toka. Nato smo nezasedene površine membran 1 uro blokirali s 5-% mlekom v 0,05 
% PBST, potem sprali z 0,05 % PBST in pustili stresati čez noč v blokirnem pufru z dodanimi 
protitelesi anti-c-myc ali anti-His-tag, redčenimi v razmerju 1:5000. Naslednji dan smo 
membrani sprali in eno uro inkubirali v blokirnem pufru s konjugatom protein A-HRP (redčen 
1:10.000) za detekcijo protiteles anti-c-myc oz. s konjugatom anti-mišje protitelo-HRP (redčen 
1:8.000) za detekcijo protiteles anti-His-tag. Po štirikratnem spiranju z 0,05 % PBST smo 




4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 REZULTATI 
4.1.1 Priprava bakteriofaga M13 s predstavljenim EpoR 
Fagmidni vektor pIT2/LBD14 smo linearizirali z ustreznima restriktazama, da smo izrezali insert 
velikosti ~650 bp, ki je predstavljal zapis za leptin-vezočo domeno (LBD) leptinskega receptorja 
(neobjavljeno). Nato smo med restrikcijski mesti NcoI in EagI vstavili genski konstrukt za 
izražanje EpoR. Fragmenta (ogrodje vektorja in insert LBD) smo ločili z agarozno gelsko 
elektroforezo. Po končani elektroforezi smo gel analizirali in si z označevalcem velikosti 
pomagali pri oceni velikosti posameznih fragmentov (slika 6).  
 
Slika 6: Rezultati agarozne gelske elektroforeze po restrikciji vektorja pIT2/LBD14 z restriktazama NcoI 
in EagI. Puščice označujejo mesta lis posameznih fragmentov ( puščica 1× - enkrat rezan vektor 
pIT2/LBD14, puščica 2× - vektor pIT2, puščica brez oznake – insert LBD14) ;  1 - nerezan vektor, 2 - 
enkrat rezan vektor z EagI, 3 - označevalec velikosti GeneRuler DNA Ladder Mix z označenimi velikostmi 
fragmentov, 4 - dvakrat rezan vektor z NotI in EagI 
V primeru nanosa nerezanega vektorja (stolpec 1) ni vidne nobene izrazite lise, ker smo nanesli 
relativno malo vektorja, gel pa smo presvetljevali le kratek čas pri zelo nizki intenziteti, da ne bi 
škodili lineariziranemu vektorju. V stolpcu 4, kjer smo nanesli zmes z dvakrat rezanim 
vektorjem smo opazili dve lisi. Zgornja lisa, ki ustreza velikosti fragmenta ~4 kbp, predstavlja 
ogrodje vektorja pIT2 brez inserta, medtem ko spodnja lisa z velikostjo ~650 bp pripada 
izrezanemu insertu. Insert je krajši od lineariziranega vektorja, zato je v gelu prepotoval daljšo 
pot. Stolpec 2, kjer smo nanesli zmes z enkrat rezanim vektorjem prikazuje eno samo liso, ki 
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predstavja fragment velikosti ~ 5 kbp, iz česar sklepamo, da spodnja lisa v stolpcu 4 pripada 
izrezanemu insertu, zgornja pa vektorju. Iz stolpca 4 smo izrezali košček gela, ki vsebuje dvakrat 
rezan vektor pIT2 (zgornja lisa) in ga izolirali s pomočjo kompleta QIAEX II Gel Extraction Kit 
DNA. Ocenjena koncentracija izoliranega fragmenta je znašala 27,3 ng/µL. 
S pomočjo reakcije PCR smo pomnožili zapis za ektodomeno EpoR z uporabo matrične DNA 
(plazmid pcDNA3/EPOR1) in para začetnih oligonukleotidov F-Nco-EpoR-pIT in R-Not-EpoR-
pIT. S tem smo na oba konca pomnoženega zapisa uvedli tudi zaporedji, homologni 
posameznima koncema prejemnega lineariziranega vektorja pIT2, kar nam je omogočilo 
vstavitev inserta (zapisa za EpoR) v pIT2 s pomočjo sestavljanja po Gibsonu. Po integraciji 
inserta v vektor pIT2 smo rekombinantne vektorje (pIT2/EpoR) vnesli v kompetentne celice E. 
coli TG1 po metodi toplotnega šoka ter celice razmazali po agarnem selekcijskem gojišču z 
ampicilinom. Preko noči sta na agarnem gojišču zrasli samo dve koloniji. 
Prisotnost vektorja pIT2 z ustrezno vstavljenim genskim zapisom za EpoR v obeh kolonijah smo 
preverili z metodo PCR na osnovi kolonije (slika 7). 
 
Slika 7: Rezultati agarozne gelske elektroforeze po reakciji PCR na osnovi kolonije; NK1 - dotik agarja; 
NK2 - dotik trajne kulture bakterij z izhodnim vektorjem TG1/LBD14; PK - ligacijska zmes po 
sestavljanju po Gibsonu; M - označevalec velikosti; 1,2 - dotik posamezne kolonije) 
V stolpcu PK (pozitivna kontrola), kamor smo nanesli produkt reakcije PCR z uporabo ligacijske 
zmesi (sestavljanje po Gibsonu) kot matrice, vidimo liso, ki ustreza velikosti ~792 bp, kar je 
pričakovana velikost pomnoženega fragmenta ustrezno vstavljenega zapisa za EpoR. Dve lisi (po 
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ena v vsakem stolpcu 1 in 2, kjer smo nanesli vzorec posameznih bakterijskih kolonij) 
predstavljata fragmente iste velikosti kot pozitivna kontrola in lahko sklepamo, da koloniji 1 in 2 
vsebujeta fagmidni vektor pIT2 z ustrezno vstavljenim vključkom. Poleg tega so rezultati 
sekvenciranja pokazali, da je nukleotidno zaporedje fagmidnih vektorjev v regiji z insertom iz 
obeh kolonij ustrezno in brez mutacij znotraj gena, ki kodira fuzijski protein EpoR-p3 ter brez 
kontaminacije (tj. da je v koloniji prisoten res samo en klon bakterijskih celic z ustreznim 
fagmidnim vektorjem; ni prikazano). 
4.1.2 Preverjanje funkcionalnosti izraženega EpoR na površini bakteriofagov 
S pomočjo bakteriofagne različice testa ELISA smo dokazali, da imajo pripravljeni 
rekombinantni fagi M13-EpoR na svoji površini izraženo funkcionalno domeno EpoR, saj so se 
sposobni vezati na B-rhEPO in peptid EMP-1, imobilizirana na površino s streptavidinom 
prekritih vdolbinic (slika 8). Zanimivo je, da vezave fagov M13-EpoR na rhEPO, neposredno 
adsorbiran na površino, nismo zaznali, medtem ko je bila vezava na B-rhEPO, posredno 
imobiliziran preko adsorbiranega streptavidina, izrazita. Biotiniliran človeški eritropoetin (B-
rhEPO) so pripravili na Katedri za farmacevtsko biologijo tako, da so biotinsko skupino na 
rhEPO vezali preko ostankov sialičnih kislin, predhodno delno oksidiranih z natrijevim 
perjodatom, z uporabo reagenta biotinamidokaproil hidrazida in s tem zagotovili ohranitev 
intaktnih vezavnih mest za EpoR na molekulah rhEPO (ni objavljeno) (69). Takšen B-rhEPO 
smo kasneje adsorbirali tudi na magnetne kroglice, prekrite s streptavidinom, z namenom 
odstranitve fagov z nezasedenimi EpoR. Vezava fagov M13-EpoR na protitelesa proti c-myc-





Slika 8: Vezava fagov M13-EpoR na različne tarčne molekule; SA - streptavidin, B-rhEPO - biotiniliran 
človeški eritropoetin, B-EMP1 - biotiniliran mimetik EPO, BSA - goveji serumski albumin, anti-c-myc-tag 
mAb - monoklonsko protitelo proti peptidnemu označevalcu c-myc. S klicajem je označena nepričakovano 
nizka absorbanca pri neposredno absorbiranem rhEPO. Na diagramu so prikazane povprečne vrednosti 
treh paralelk skupaj s standardnimi odkloni. 
4.1.3 Optimizacija testov ELISA1 in ELISA2 z uporabo umetnega matriksa (definiranega 
pufrskega sistema) 
4.1.3.1 Ocena optimalne koncentracije posameznih tarč za imobilizacijo pri ELISA1 
Vezavo fagov M13-EpoR na tarči B-rhEPO in B-EMP1, ki smo jih preko adsorbiranega 
streptavidina imobilizirali v vdolbinice mikrotitrske plošče v različnih koncentracijah, smo 
ovrednotili s pomočjo bakteriofagne različice testa ELISA. Rezultati pričakovano kažejo, da je 
vezava fagov M13-EpoR na obe tarčni molekuli boljša z naraščajočimi koncentracijami le-teh, 
dokler ne doseže neke maksimalne vrednosti (platoja), ki predstavlja nasičeno površino 
vdolbinic. V primeru imobiliziranega B-rhEPO je maksimalna vrednost dosežena pri vrednostih, 
ki so nižje od eksperimentalnih točk serijskih redčitev B-rhEPO (slika 9A). Iz krivulje, izrisane 
na osnovi eksperimentalnih točk, smo grobo ocenili, da je primerna koncentracija 
imobiliziranega B-rhEPO za nadaljnje izvajanje testa ELISA1 ~ 0,02 μg/mL, ki se nahaja nekje v 
osrednjem linearnem območju krivulje. V primeru imobiliziranega peptidnega liganda B-EMP1 
je plato dosežen pri višjih koncentracijah (~0,4 μg/mL) (slika 9B). Ocenjujemo, da je optimalno 
koncentracijsko območje za imobilizacijo B-EMP1 na predhodno adsorbiran streptavidin med 




Slika 9: Vezava rekombinantnih fagov M13-EpoR na imobiliziran B-rhEPO (A) oz. B-EMP1 (B) v 
odvisnosti od koncentracije biotinilirane tarče, dodane v vdolbinice, prekrite s streptavidinom, v fazi 
imobilizacije tarč. Optimalno koncentracijo B-rhEPO (A) oz. B-EMP1(B) smo določili iz linearnega dela 
krivulja in znaša ~ 0,02 μg/mL (A) oz. 0,15-0,4 μg/mL (B). Nelinearno prileganje krivulj (funkcij) 
eksperimentalnim točkam smo izvedli s pomočjo programske opreme GraphPad Prism po modelu 
štiriparametrične logistične funkcije. 
4.1.3.2 Ocena optimalne koncentracije bakteriofagov M13-EpoR za kompetitivno vezavo v 
ELISA1 
S pomočjo fagne različice kvantitativnega testa ELISA smo ocenili optimalno koncentracijo 
fagov M13-EpoR za vezavo na B-rhEPO in B-EMP1 za nadaljnje izvedbe kompetitivnega testa 
ELISA1. Fagi M13-EpoR se vežejo na obe imobilizirani tarči v odvisnosti od njihove 
koncentracije (slika 10). V skladu z našimi pričakovanji se fagi M13-EpoR bolje vežejo na 
imobiliziran nativni ligand za EpoR, B-rhEPO (EC50 ~ 2,2×10
10
 fagov/mL), v primerjavi z 
vezavo na imobiliziran peptid B-EMP1 (EC50 ~ 7,7×10
10
 fagov/mL). Človeški eritropoetin ima 
namreč višjo afiniteto do EpoR v primerjavi z EMP1; razlika v disociacijskih konstantah (Kd) je 
približno 2 velikostna razreda (66). Koncentraciji 2×10
10
 fagov/mL v primeru B-rhEPO in 
7×10
10
 fagov/mL v primeru B-EMP1, ki se nahajata v osrednjem območju linearnega dela 





Slika 10: Vezava rekombinantnih fagov M13-EpoR na imobiliziran B-rhEPO oz. B-EMP1 v odvisnosti od 
koncentracije fagov. Nelinearno prileganje krivulj (funkcij) eksperimentalnim točkam smo izvedli s 
pomočjo programske opreme GraphPad Prism po modelu štiriparametrične logistične funkcije. 
 
4.1.3.3 Vezava fagov M13-EpoR na imobilizirane ligande EpoR v prisotnosti različnih 
koncentracij mimetika EPO 
Nadaljevali smo z oceno občutljivosti testa ELISA1 (slika 11B) z uporabo pufra za redčenje 
(PZR; 0,5-% BSA v 0,1 % PBST), v katerega smo dodajali naraščajoče koncentracije modelnega 
mimetika EPO, tj. tetramernega kompleksa B-EMP1 s streptavidinom ([B-EMP1]4SA), ki je po 
svoji strukturi podoben peginesatidu (slika 11A). Vezava fagov M13-EpoR na ligand za EpoR se 
pričakovano zmanjša v odvisnosti od koncentracije dodanega mimetika EPO (slika 11C). Po 
analizi pridobljenih rezultatov z analizo variance (ANOVA) in post hoc Tukeyjevim testom smo 
ugotovili, da [B-EMP1]4SA lahko še vedno zaznamo, tudi če je prisoten v koncentracijah, ki so 
za dva velikostna razreda nižje od plazemskih koncentracij peginesatida v prvem tednu po 




Slika 11: ELISA1: zmanjšanje vezave fagov M13-EpoR na imobiliziran ligand B-EMP1 v prisotnosti 
mimetika EPO. (A) Shema zgradbe tetramernega kompleksa [B-EMP1]4SA, ki je po svoji strukturi 
podoben peginesatidu. Pripravili smo ga z mešanjem enega množinskega dela streptavidina (SA) in 4 
množinskih ekvivalentov biotiniliranega mimetika EPO (B-EMP1);  (B) Rekombinantne fage M13-EpoR 
smo dodali k raztopinam tetramera naraščajočih koncentracij v volumskem razmerju 1:1 do končne 
koncentracije 7×10
10 
fagov/mL. 100 μL posameznih redčitev smo prenesli v vdolbinice z imobiliziranim 
B-EMP1, stresali 1 h ter detektirali s pomočjo konjugata anti-M13-HRP in substrata TMB;  (C) Prikaz 
povprečnih vrednosti meritev absorbanc treh paralelk za vsako koncentracijo dodanega tetramera ter 
pripradajoči standardni odkloni. Absorbance so sorazmerne količini vezanih fagov; n.s. - razlika ni 
statistično značilna; p ≤ 0.01 (**), 0.001 (***), 0.0001 (****). 
 
4.1.3.4 Preliminarna ocena optimalne koncentracije protiteles anti-c-myc za imobilizacijo pri 
ELISA2 
Ocenili smo vezavo fagov M13-EpoR na adsorbirana protitelesa anti-c-myc v odvisnosti od 
koncentracije protiteles anti-c-myc med adsorpcijo na površino vdolbinic mikrotitrske plošče 
(površinska gostota adsorbiranih protiteles je namreč odvisna od koncentracije protiteles v 
raztopini med adsorpcijo). V skladu s pričakovanji se odzivi povečujejo z naraščajočo 
koncentracijo adsorbiranih protiteles, dokler ne dosežejo zasičenosti pri ~20 μg/mL, kjer je 
celotna površina vdolbinic zasičena s protitelesi (slika 12). Iz linearnega dela krivulje smo 
razbrali, da je optimalna koncentracija protiteles anti-c-myc za nadaljnje izvajanje testov in 




Slika 12: Vezava fagov M13-EpoR na protitelesa anti-c-myc v odvisnosti od koncentracije protiteles 
anti-c-myc v raztopini med absorpcijo na površino vdolbinic mikrotitrske plošče. Nelinearno prileganje 
krivulje (funkcije) eksperimentalnim točkam smo izvedli s pomočjo programske opreme GraphPad Prism 
po modelu štiriparametrične logistične funkcije. 
4.1.3.5 Ocena optimalne koncentracije fagov M13-EpoR za detekcijo v ELISA2 
Ocenili smo optimalno koncentracijsko območje suspenzije fagov M13-EpoR za detekcijo v 
testu ELISA2. Rezultati kažejo, da odzivi po vezavi fagov M13-EpoR na imobilizirana 
protitelesa anti-c-myc pričakovano naraščajo z naraščajočo koncentracijo fagov (slika 13). 




 fagov/mL. Optimalna koncentracija fagov 
(7×10
10
 fagov/mL) za vezavo na imobiliziran B-EMP1 (4.1.3.2) se nahaja v tem območju in je 
tako primerna tudi za vezavo na protitelesa anti-c-myc v testu ELISA2. Koncentracijo protiteles 
anti-c-myc za adsorpcijo na površino vdolbinic (4.1.3.4) smo naknadno znižali z 1,25 μg/mL na 
0,8 μg/mL z namenom doseganja absolutnih vrednosti absorbanc (~ 0,7), podobnih tistim pri 
testu ELISA1. 
 
Slika 13: Vezava fagov M13-EpoR na adsorbirana protitelesa anti-c-myc v odvisnosti od koncentracije 
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fagov. Nelinearno prileganje krivulje (funkcije) eksperimentalnim točkam smo izvedli s pomočjo 
programske opreme GraphPad Prism po modelu štiriparametrične logistične funkcije. 
4.1.4 Preliminarna ocena delovanja celotne platforme testa z uporabo simuliranih 
vzorcev z dodanim mimetikom EPO  
4.1.4.1 Priprava simuliranih “neoporečnih” in “sumljivih” vzorcev 
Simuliran “neoporečni” vzorec smo pripravili tako, da smo dodali rhEPO k pufru za redčenje do 
končne koncentracije 10 pM, ki sovpada z višjimi normalnimi serumskimi koncentracijami 
endogenega EPO pri zdravi populaciji. Simuliran “sumljivi” vzorec smo pripravili tako, da smo 
k simuliranemu “neoporečnemu” vzorcu dodali mimetik EPO ([B-EMP1]4SA) do koncentracije 
10 nM, ki sovpada s serumsko koncentracijo peginesatida po subkutani terapevtski aplikaciji 8 
mg učinkovine (67). Z uporabo pripravljenih simuliranih vzorcev smo nato izvedli preliminarni 
preizkus delovanja testa. Test smo izvedli večkrat, pri tem vzorce vedno analizirali v treh 
paralelkah, reprezentativni rezultati pa so prikazani na sliki 14. Razmerje odzivov 
ELISA1/ELISA2 je bilo skoraj 3 krat večje v primeru neoporečnega vzorca, vendar so bili odzivi 
v testu ELISA2 vedno visoki, ne glede na prisotnost mimetika EPO, čeprav bi pričakovali 
bistveno nižje odzive pri “neoporečnem” vzorcu. 
 
Slika 14: Odzivi pri “neoporečnih” in “sumljivih” vzorcih pri ELISA1 in ELISA2, prikazani kot 
povprečne vrednosti meritev absorbanc treh paralelk. Nad vsakim parom stolpčnih diagramov so 
zapisane izračunane vrednosti razmerja ELISA1/ELISA2. 
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Glede na to, da so bili odzivi v tesu ELISA2 vedno visoki v odsotnosti mimetikov EPO, in tudi 
takrat, ko sploh nismo dodali EPO v PZR (ni prikazano), smo začeli z iskanjem vzroka za to. 
Najprej smo preverili učinkovitost odstranitve samih fagov M13-EpoR iz pufra z uporabo 
različnih paramagnetnih kroglic. 
4.1.5 Ugotavljanje vzrokov za neučinkovito odstranjevanje fagov M13-EpoR 
4.1.5.1 Izbira najprimernejših paramagnetnih kroglic za odstranjevanje fagov M13-EpoR 
Najprej smo primerjali sposobnost odstranitve fagov M13-EpoR z uporabo paramagnetnih 
kroglic Dynabeads MyOne Streptavidin T1, nasičenih z B-rhEPO (SA/B-rhEPO), in 
paramagnetnih kroglic Dynabeads Protein A, nasičenih s protitelesi anti-c-myc (pA/anti-c-myc). 
Suspenzijo fagov M13-EpoR smo inkubirali v prisotnosti ene ali druge vrste kroglic in 
supernatante analizirali v testu ELISA2, kjer smo kot tarče uporabili imobilizirana protitelesa 
anti-c-myc. Tukaj bi v primeru obeh tarč pričakovali, da bodo odzivi sorazmerni s količino 
zaostalih fagov M13-EpoR, ki poleg EpoR izražajo tudi myc-tag, in se nahajajo v supernatantu 
po odstranitvi fagov. Iz rezultatov (slika 15A) sklepamo, da smo fage M13-EpoR učinkovito 
odstranili le z uporabo kroglic pA/anti-c-myc, medtem ko v primeru uporabe kroglic SA/B-
rhEPO praktično ne opazimo znižanja odziva, kar pomeni, da je v suspenziji kljub inkubaciji 
vzorca v prisotnosti kroglic SA/B-rhEPO ostalo še veliko fagov s predstavljenim myc-tag-om. 
V nadaljevanju smo ocenili sposobnost odstranitve fagov M13-EpoR z uporabo drugačnih 
streptavidinskih kroglic Dynabeads M-270 Streptavidin, ki so večje (premer ~ 3 μm) in imajo 
hidrofilno površino, za razliko od Dynabeads MyOne Streptavidin T1, katerih premer je 1 μm in 
imajo hidrofobno površino. Dodatno smo pripravili še streptavidinske kroglice, prekrite z B-
EMP1 (SA/B-EMP1), in tudi z njimi poskusili odstraniti fage M13-EpoR iz suspenzije. Fage 
M13-EpoR smo inkubirali s posameznimi streptavidinskimi kroglicami ali kroglicami pA/anti-c-
myc, supernatante pa smo po koraku odstranjevanja fagov analizirali v testu ELISA z 
imobiliziranima B-EMP1 oz. protitelesi anti-c-myc. Rezultati (slika 15B) kažejo, da se odzivi v 
primeru vezave na B-EMP1 po odstranitvi fagov s kroglicami SA/B-rhEPO zmanjšajo, podobno 
kot v primeru obdelave vzorcev s kroglicami pA/anti-c-myc, kar nam je služilo kot kontrola za 
učinkovito odstranjevanje fagov. Po drugi strani so se odzivi v primeru vezave fagov na 
protitelesa anti-c-myc po odstranjevanju fagov s kroglicami SA/B-rhEPO in SA/B-EMP1 zelo 
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malo zmanjšali glede na negativno kontrolo (neobložene streptavidinske kroglice (SA) oz. 
prvotna suspenzija fagov) za razliko od pozitivne kontrole (odstranitev s kroglicami 
pA/anti-c-myc). Glede na rezultate sklepamo, da smo z uporabo streptavidinskih kroglic 
Dynabeads M-270 Streptavidin z vezanim B-rhEPO v primerjavi s kroglicami Dynabeads 
MyOne Streptavidin T1 z vezanim B-rhEPO odstranili več fagov M13-EpoR. Vseeno odstranitev 
fagov M13-EpoR s kroglicami Dynabeads M-270 Streptavidin z vezanim B-rhEPO ni bila 
zadovoljiva, saj po koraku odstranitve v supernatantu še vedno zaznamo velik delež 
neodstranjenih fagov, ki izražajo myc-tag in posledično povzročajo previsoke signale pri 
ELISA2.  
 
Slika 15: (A) Vezava fagov M13-EpoR na protitelesa anti-c-myc po inkubaciji fagne suspenzije v 
prisotnosti različnih količin različno obloženih kroglic, bodisi streptavidinskih kroglic z imobiliziranim B-
rhEPO (modri stolpci) ali kroglic s proteinom A z vezanimi protitelesi anti-c-myc (rdeči stolpci). Zeleni 
stolpci predstavljajo vezavo fagov brez odstranitve (negativna kontrola odstranitve). Prikazane so srednje 
vrednosti absorbanc treh paralelk ter pripadajoči standardni odkloni. (B) Vezava fagov M13-EpoR na 
imobiliziran B-rhEPO in protitelesa anti-c-myc po inkubaciji v prisotnosti različno obloženih 
paramagnetnih kroglic; SA/B-rhEPO – streptavidinske kroglice, obložene z B-rhEPO (modri stolpci); 
pA/anti-c-myc – kroglice s proteinom A, obložene s protitelesi anti-c-myc (rdeči stolpci); PK – pozitivna 
kontrola (vijolična stolpca); NK – negativna kontrola (oranžna stolpca) 
4.1.6 Analiza prisotnosti rekombinantnega fuzijskega proteina EpoR-p3 na površini 
fagov s SDS-PAGE in sledečim prenosom western 
Rekombinantne fage z različnimi predstavljenimi peptidi oz. proteini (EpoR (M13-EpoR), 
fragmentom scFv (M13-scFv) oz. kratkim peptidom EMP1 (M13-EMP1) smo nanesli na 
poliakrilamidni gel in po končani elektroforezi prenesli iz gela na nitrocelulozno membrano. 
Fagni proteini disociirajo (kapsida se razstavi) in se razvijejo že med pripravo vzorca za nanos na 
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gel. Rekombinantne fuzijske proteine s fagnim proteinom p3 smo detektirali s pomočjo protiteles 
anti-c-myc oz. protiteles anti-His-tag (sliki 16A in B). Prisotnost dveh ostrih lis v drugem 
stolpcu, ki pripada fagom M13-EpoR na obeh membranah nakazuje, da približno polovica 
rekombinantnih M13-EpoR fagov izraža okrnjen fuzijski protein EpoR-p3, najverjetneje zaradi 
proteolitične odcepitve EpoR s površine fagov, pri čemer pa podaljška myc-tag in His-tag 
ostaneta vezana na p3. Položaj nižje lise po velikosti namreč ustreza lisi, ki priprada fuzijskemu 
proteinu EMP1-p3 (stolpec 4). Glede na to, da vidimo samo dve lisi za M13-EpoR, sklepamo, da 
gre za specifično proteolitično cepitev, ki poteka v območju med EpoR in p3, natančneje med 
EpoR in heksahistidinskim podaljškom. Šibka lisa, vidna po detekciji s protitelesi anti-His-tag 
(slika 16B), pri 98 kDa verjetno tudi pripada okrnjenemu fuzijskemu proteinu M13-EpoR, kjer 
pa je cepitev potekla znotraj proteina EpoR. Takšen okrnjen EpoR najverjetneje ni sposoben 
vezave EPO, fagi, ki takšen okrnjen EpoR predstavljajo, pa ravno tako obdržijo myc-tag, zaradi 
česar se lahko vežejo na imobilizirana protitelesa anti-c-myc pri testu ELISA2 in izzovejo 
nepričakovano visoke signale. V stolpcu 3, kamor smo nanesli fage M13-scFv, vidimo še več lis, 
kar kaže na to, da poteka proteolitična cepitev na več mestih fuzijskega proteina scFv-p3. 
Proteolitična cepitev fuzijskega proteina EpoR-p3 je zato najverjetneje glavni vzrok za 
neučinkovito odstranitev fagov s kroglicami, obloženimi z EPO (SA/B-rhEPO), saj znaten delež 
fagov ne izraža popolnega in intaktnega EpoR in jih ne moremo odstraniti s kroglicami SA/B-
rhEPO, hkrati pa ti fagi izražajo myc-tag, zaradi katerega se lahko vežejo na protitelesa anti-c-




Slika 16: Rezultati prenosa western za različne rekombinantne fage (A in B). Po izvedbi SDS-PAGE in 
prenosu na nitrocelulozno membrano smo izvedli detekcijo rekombinantnih fuzijskih proteinov s 
kapsidnim proteinom p3 s pomočjo protiteles anti- c-myc (A) oz. anti-His (B). Z rdečo puščico je 
označena lisa, ki po velikosti ustreza fuzijskemu proteinu EMP1-p3 in predstavlja okrnjen fuzijski protein 
EpoR-p3. 1 - označevalec velikosti, 2 - fagi s predstavljenim EpoR, 3 - fagi s predstavljenim enoverižnim 
variabilnim fragmentom anti-BSA, 4 - fagi s predstavljenim kratkim mimetikom EPO, NK - negativna 





Načrtovali smo analizni test, ki bi omogočal zaznavo prisotnosti mimetikov EPO v bioloških 
vzorcih športnikov. Test temelji na rekombinantnih bakteriofagih M13, ki na svoji površini 
izražajo ektodomeno EpoR v obliki fuzijskega proteina z bakteriofagnim plaščnim proteinom p3, 
in služijo kot sonde za detekcijo mimetikov EPO v dveh različicah testa ELISA. Prednost takšnih 
detekcijskih sond je relativno enostavna produkcija in izolacija ter občutljiva detekcija. Po 
uspešni pripravi in vstavljanju rekombinantnega fagnega vektorja pIT2/EpoR v kompetentne 
celice E. coli TG1 in superinfekciji s pomožnim fagom ter izolaciji nastalih rekombinantnih 
fagov smo preverili funkcionalnost izražene ektodomene EpoR v testu fagna ELISA. Izkazalo se 
je, da ima predstavljen EpoR ustrezno afiniteto do imobiliziranih ligandov (SA/B-rhEPO in 
SA/B-EMP1). Zanimivo je, da je v primeru rhEPO odziv nepričakovano nizek (slika 8), 
primerljiv z negativno kontrolo, kar pomeni, da se fagi M13-EpoR ne vežejo rhEPO, neposredno 
adsorbiran na površino mikrotitrske ploščice. Ena od možnih razlag za to je, da ob adsorpciji 
rhEPO na površino vdolbinic mikrotitrske ploščice pride do konformacijske spremembe oz. 
denaturacije rhEPO. Lahko pa se rhEPO na površino mikrotitrske ploščice adsorbira predvsem v 
orientaciji, da so vezavna mesta za EpoR nedostopna. Problem smo uspešno rešili s konjugacijo 
molekule biotina na rhEPO preko OH-skupin sladkorjev, ki niso bistveni za vezavo na receptor 
in na ta način ohranili vezavna mesta v strukturi rhEPO ter zagotovili, da je bila orientacija 
B-rhEPO po imobilizaciji na adsorbiran streptavidin ugodna za vezavo na EpoR. V nadaljevanju 
smo izbrali optimalno tarčo pri testu ELISA1 ter njeno optimalno koncentracijo. Pri testu 
ELISA1 smo kot tarčo izbrali B-EMP1, saj je inhibicija vezave fagov M13-EpoR na imobiliziran 
B-EMP1 pri pričakovani serumski koncentraciji mimetikov EPO bolj izrazita v primerjavi z 
inhibicijo vezave na imobiliziran B-rhEPO. Optimalno koncentracijo B-EMP1 smo določili iz 
vezavne krivulje, kjer smo se omejili na zgornji linearni del krivulje v koncentracijskem območju 
od 0,15 – 0,4 μg/mL. Pri tej koncentraciji dobimo ustrezno visoke odzive in se hkrati izognemo 
steričnem oviranju vezave fagov na tarčo zaradi izrazite zasedenosti površine vdolbinic. 
Optimalna koncentracija fagov za vezavo na SA/B-EMP1 znaša 7×10
10
 fagov/mL, pri kateri se 
odzivi nahajajo na osrednjem linearnem delu vezavne krivulje (slika 10), kar omogoča detekcijo 
z največjo možno občutljivostjo – največja možna sprememba odziva v primeru majhne 
spremembe v zasedenosti EpoR. Z upoštevanjem teh optimalnih koncentracij smo lahko preverili 
občutljivost testa ELISA1 in ugotovili, da lahko dokažemo prisotnost modelnega mimetika EPO 
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([B-EMP1]4SA) v koncentraciji ~0,1 nM, ki je za dva velikostna razreda nižja od pričakovane 
koncentracije peginesatida v prvem tednu po terapevtski aplikaciji (67, 68). To pomeni, da je 
občutljivost samega testa ELISA1 zadovoljivo visoka in omogoča analizo človeškega seruma 
brez potrebe po predhodnem koncentriranju. Glede na literaturne podatke o farmakokinetičnem 
profilu peginesatida (67, 68) lahko za podobne učinkovine  pričakujemo, da bo časovno okno za 
detekcijo takšnih snovi pri testu ELISA1 do približno 10 dni po subkutani ali intravenski 
aplikaciji, oz. še daljše, če bo v metodi pridružen še test ELISA2 in bomo kot kazalce 
obravnavali razmerje odzivov ELISA1/ELISA2. V nadaljevanju smo določili optimalno 
koncentracijsko območje za imobilizacijo protiteles anti-c-myc ter optimalno koncentracijo 
fagov za uporabo pri ELISA2, pri čemer smo želeli doseči odzive (absorbance), podobne tistim 
pri ELISA1. Po določitvi optimalnih koncentracij za imobilizacijo tarč ter optimalne 
koncentracije fagov, ki jih dodamo k vzorcem, smo nadaljevali s preliminarnim testiranjem 
predlagane testne platforme. Za pripravo simuliranega “neoporečnega” vzorca smo k PZR dodali 
EPO, za pripravo simuliranega “sumljivega” pa dodatno še mimetik EPO. S testom ELISA1 smo 
učinkovito razlikovali med simuliranim neoporečnem in simuliranim »sumljivim« vzorcem. 
Vendar pa odziva za simuliran »neoporečni« in simuliranim »sumljiv« vzorec pri testu ELISA2 
nista bila statistično značilno različna in sta bila vedno nesprejemljivo visoka, ne glede na 
prisotnost mimetika EPO v analiziranem vzorcu. To je kazalo na neučinkovito odstranitev fagov 
M13-EpoR iz vzorcev s streptavidinskimi paramagnetnimi kroglicami, obloženimi z B-rhEPO, 
zaradi česar lahko zaostali fagi M13-EpoR v supernatantu povzročajo visoke odzive pri testu 
ELISA2. Učinkovitost odstranitve smo preverili za več vrst streptavidinskih kroglic, pri čemer je 
bila odstranitev najbolj izrazita z uporabo kroglic Dynabeads M-270 Streptavidin, a vseeno 
nezadostna, saj so bili signali pri testu ELISA2 še vedno previsoki. Odstranitev bakteriofagov 
M13-EpoR s kroglicami pA/anti-c-myc, ki so nam služile kot pozitivna kontrola za odstranitev, 
je bila v vsakem primeru uspešna. Iz tega smo sklepali, da znaten delež rekombinantnih fagov na 
svoji površini izraža myc-tag brez funkcionalnega EpoR. S ponovno določitvijo nukleotidnega 
zaporedja fagmida pIT2/EpoR smo ovrgli možnost mutacij v nukleotidnem zaporedju gena za 
fuzijski protein EpoR-p3 ali celo kontaminacijo trajne kulture s fagmidom pIT2 z drugim 
vključkom. Tako smo sklepali na možnost proteolitične cepitve fuzijskega proteina EpoR-p3 s 
proteazami gostiteljskih bakterij E. coli TG1 med pomnoževanjem in pripravo fagov ali 
nepravilno zvitje EpoR na kapsidi bakteriofagov. S pomočjo različnih spletnih podatkovnih baz 
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(MEROPS, PROSPER, TopFIND) smo poskusili identificirati morebitna prepoznavna mesta za 
periplazemske proteaze bakterije E. coli v primarnem zaporedju fuzijskega proteina p3-EpoR. 
Značilnih prepoznavnih mest nismo našli, a s tem proteolitične cepitve ne moremo ovreči, saj je 
do danes opisanih le malo periplazemskih proteaz E. coli in obstaja možnost, da zaenkrat še 
nepoznana proteaza cepi fuzijski protein p3-EpoR. Za potrditev proteolitične cepitve smo 
rekombinantne fage M13-EpoR analizirali s pomočjo SDS-PAGE in sledečega prenosa western. 
Detekcijo fuzijskih proteinov na membrani smo izvedli s pomočjo protiteles anti-His-tag in anti-
c-myc-tag in s tem izključili možnost nespecifične detekcije. Ugotovili smo, da so na 
rekombinantnih fagnih delcih M13-EpoR prisotne vsaj tri različice fuzijskega proteina EpoR-p3 
(sliki 16A in 16B). Poleg fagov, ki izražajo intakten fuzijski protein EpoR-p3, ki ni nujno 
pravilno zvit, obstajata še dve različici okrnjenega fuzijskega proteina, ki sta skupno prisotna na 
približno polovici vseh  rekombinantnih fagov M13-EpoR. Najverjetneje okrnjen fuzijski protein 
EpoR-p3 ni sposoben vezave niti EPO niti mimetikov EPO, zato je odstranitev takšnih fagov s 
paramagnetnimi kroglicami SA/B-rhEPO neučinkovita. Do proteolitične cepitve pa očitno 
prihaja v območju med EpoR in His-tag (slika 16C), saj fagi na površini obdržijo His-tag in myc-
tag, zaradi česar jih uspešno detektiramo pri prenosu western in še bolj pomembno, povzročajo 
visoke odzive pri testu ELISA2, ker se vežejo na imobilizirana protitelesa anti-c-myc, neodvisno 
od prisotnosti mimetikov EPO v vzorcu. Za nadaljnjo optimizacijo in znižanje nesprejemljivo 
visokih signalov v testu ELISA2 predlagamo preureditev zaporedja posameznih peptidnih 
označevalcev in EpoR v fuzijskem proteinu EpoR-p3 tako, da bi bil myc-tag prisoten na 
skrajnem N-koncu izraženega EpoR (slika 17). Uporabili bi posebno izvedbo reakcije PCR, 
imenovano PCR s prekrivajočimi oligonukleotidi (angl. overlap extension PCR, OE-PCR), pri 
čemer bi posamezne odseke zapisa za fuzijski protein pomnožili v ločenih reakcijah PCR z 
uporabo ustreznih parov začetnih oligonukleotidov in jih med seboj združili v končni reakciji 
PCR. Možno je, da s tem ne bi odstranili proteolitičnega cepitvenega mesta v območju med 
His-tag in EpoR, bi pa izničili vpliv fagov, ki bi izražali okrnjen EpoR, saj ti ne bi izražali 
myc-tag-a in se ne bi mogli vezati na imobilizirana protitelesa anti-c-myc v testu ELISA2. V 
kolikor je dodatni razlog za neuspešno vezavo fagov M13-EpoR na kroglice SA/B-rhEPO v 
neustreznem zvijanju EpoR, bi za reševanje te ovira predlagali sledeče ukrepe: poskus priprave 
fagov pri dodatno znižani temperaturi (16 °C), zamenjavo Cys-ostankov, neudeleženih v 
disulfidnih vezeh, z Ala- oz. Ser-ostankom in hkratno izražanje periplazemskih šaperonov v 
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gostiteljskih celicah med pripravo rekombinantnih fagov. V primeru uspešnega znižanja odzivov 
pri testu ELISA2 bi v naslednjih korakih morali validirati celotno testno platformo z uporabo 





Slika 17: Shematski prikaz preureditve zaporedja posameznih peptidnih označevalcev in EpoR v 





Z namenom razvoja univerzalnega testa za detekcijo strukturno raznolikih ligandov EpoR smo v 
sklopu magistrske naloge pripravili rekombinantne bakteriofage, ki na svoji površini izražajo 
ektodomeno EpoR v fuziji s plaščnim proteinom p3 in predstavljajo osnovo testa. 
Funkcionalnost izraženega EpoR na površini pripravljenih rekombinantnih bakteriofagov M13-
EpoR smo potrdili s pomočjo bakteriofagne različice testa ELISA. Nadaljevali smo z 
optimizacijo predlagane testne platforme tako, da smo določili optimalne koncentracije tarč, 
imobiliziranih na dno vdolbinic mikrotitrske poščice, ter fagov, ki jih dodajamo k vzorcem. Pri 
testu ELISA1 smo kot tarčo izbrali B-EMP1, saj je inhibicija vezave fagov M13-EpoR na 
imobiliziran B-EMP1 pri pričakovani serumski koncentraciji mimetikov EPO bolj izrazita v 
primerjavi z inhibicijo vezave na imobiliziran B-rhEPO. Uspeli smo izbrati koncentracijo fagov, 
ki je bila v optimalnem območju tako za test ELISA1 kot test ELISA2. Ugotovili smo, da je že 
občutljivost samega testa ELISA1 dovolj visoka, da omogoča detekcijo mimetikov EPO v 
koncentraciji, ki je za dva velikostna razreda nižja od pričakovanih plazemskih koncentracij 
peginesatida v prvem tednu po terapevtski aplikaciji. Pri preskušanju testne platforme z 
»neoporečnimi« in »sumljivimi« vzorci smo naleteli na dodatno oviro. Čeprav s pomočjo testa 
ELISA1 zanesljivo ločimo »neoporečen« in »sumljiv« vzorec, celotna platforma ni dala željenih 
rezultatov, saj so bili odzivi pri testu ELISA2 visoki ne glede na prisotnost mimetikov EPO v 
vzorcu. Predvidevali smo, da je odstranitev rekombinantnih fagov M13-EpoR z nezasedenimi 
EpoR s paramagnetnimi kroglicami neučinkovita in ugotovili, da po zamenjavi streptavidinskih 
kroglic dosežemo le malenkostno izboljšanje. Po drugi strani je bila odstranitev fagov iz 
suspenzije z uporabo kroglic pA/anti-c-myc zelo učinkovita. Na podlagi tega smo sklepali, da 
ima verjetno znaten delež fagov predstavljen myc-tag, a je brez funkcionalnega EpoR. Zelo 
verjeten razlog za to je nepravilno zvitje EpoR na kapsidi bakteriofagov in/ali proteolitična 
cepitev fuzijskega proteina EpoR-p3 v območju med EpoR in His-tag, zaradi katere bi vsi 
rekombinantni fagi obdržali myc-tag in jih zaradi odsotnosti funkcionalnega EpoR ne bi mogli 
odstraniti iz vzorcev z uporabo kroglic z vezanim B-rhEPO. Tako bi vedno zaostali v vzorcih in 
botrovali nesprejemljivo visokim signalom pri testu ELISA2. Po pregledu relevantnih 
literaturnih virov nismo našli nobenega značilnega cepitvenega mesta za periplazemske proteaze 
bakterije E. coli v območju fuzijskega proteina EpoR-p3, smo pa proteolitično cepitev potrdili s 
pomočjo SDS-PAGE s sledečim prenosom western. V populaciji pripravljenih rekombinantnih 
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bakteriofagov M13-EpoR smo zaznali tri različice fagov: takšne, ki v predstavljajo celovit, po 
velikosti intakten fuzijski protein EpoR-p3 ter dve vrsti takšnih, ki predstavljata okrnjena 
fuzijskega proteina. Slednji se najverjetneje ne vežejo na ligande EpoR, zato je  njihova 
odstranitev z uporabo kroglic SA/B-rhEPO neuspešna, hkrati pa izražajo myc-tag in povzročajo 
visoke signale pri ELISA2. Po drugi strani je lahko vsaj del neokrnjenega predstavljenega EpoR 
neustrezno zvitega in posledično nezmožnega vezave na kroglice SA/B-rhEPO, kar lahko ravno 
tako vodi do visokih signalov pri testu ELISA2. Vseeno bi bilo v prihodnje najprej smiselno 
myc-tag prestaviti na skrajni N-konec izraženega EpoR, saj bi se v primeru proteolitične cepitve 
EpoR myc-tag odstranil skupaj odcepljenim delom, fagov z okrnjenim EpoR pa ne bi mogli 
zaznati v testu ELISA2. Nato bi sledila validacija celotne metode z uporabo človeških serumov, 
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